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Abstrakt

Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (allo-HSZT) stellt eine kurative
Behandlungsmaglichkeit bei malignen hdmatologischen Erkrankungen dar. Als Nebeneffekt der
Konditionierungstherapie sowie aufgrund préventiver Behandlungen zur Unterdrickung der
Spender-gegen-Empféanger-Erkrankung (Graft-versus-Host-Disease, GvHD) wird sowohl die
Neubildung der Lymphozyten als auch die Entwicklung zu Antigen-erfahrenen Gedachtniszellen
gestort. Studien haben gezeigt, dass Gedachtniszellen des Spenders im Transplantat einen

unmittelbaren Immunschutz beim Empfanger nach dem Zelltransfer darstellen konnen. [1-4]

Das periphere Stammzelltransplantat wird, nach Mobilisierung der Spenderstammzellen durch den
Wachstumsfaktor G-CSF, gewonnen. In dieser Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss G-CSF
auf die Zusammensetzung der T-Zell-Populationen beim Spender hat und speziell, ob
Gedachtniszellen durch G-CSF aus dem Knochenmark ins Blut mobilisiert werden. Des Weiteren
gibt die Arbeit einen Ausblick auf die Rekonstitution der T-Zell- Populationen beim Empfanger

nach der Transplantation sowie den klinischen Verlauf dieser Patienten.

Die durchflusszytometrische Analyse der Spenderproben zeigte einen signifikanten Anstieg der
CD4* und CD8" Gedachtniszellzahlen im Spenderblut nach G-CSF. Interessanterweise liel} sich
zudem eine signifikant geringere Apoptoseneigung der Gedachtniszellen verzeichnen, wahrend
keine erhohte Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 nach G-CSF festgestellt werden konnte.
Es zeigte sich nach G-CSF-Behandlung eine leichte Abnahme der CD3" Frequenzen in den
Lymphozyten, eine signifikante Verschiebung der CD4/CD8 Ratio in Richtung der CD8* Zellen
sowie eine leichte Abnahme der CD45RA™ Geddachtniszell-Frequenzen. Die Expression mehrerer
Homing-Molekule auf den Blut-Gedachtniszellen inklusive o4p7-Integrin, CLA, CCR6 und
CXCR3 &hnelte nach G-CSF der Expression im Knochenmark. In Zusammenschau der Ergebnisse
ergibt sich die Vermutung, dass der Anstieg der Gedachtniszellzahl nicht durch Proliferation,
sondern durch eine verminderte Apoptoseneigung sowie die Mobilisierung der Zellen aus
Geweben wie dem Knochenmark bedingt ist.

Die durchflusszytometrischen Untersuchungen an den Proben der Stammzellempféanger nach
Transplantation bestétigten Ergebnisse anderer Studien: der Anteil der CD4* Zellen zeigte sich
zugunsten der CD8" Zellen nach Transplantation gering. Zudem konnte deutlich ein prozentualer
Anstieg der Tem Zellen innerhalb der CD4* Zellen sowie ein erhéhter Anteil an Tem und Temra
Zellen innerhalb der CD8" Population und ein entsprechender Abfall der anderen Subpopulationen

im Verlauf nach der Transplantation festgestellt werden. Auf den Gedéachtnis-T-Zellen zeigte sich



nach Transplantation ein kontinuierlicher Anstieg von asf7-Integrin. Die gemessene Abnahme der
CD69-Expression nach Transplantation kénnte auf die Migration der CD69" Gedéachtniszellen in

das Knochenmark hinweisen.

Die Analyse der klinischen Daten von zehn Patienten zeigte Folgeproblematiken wie Infektionen,
GVvHD und Rezidive. Ein konkreter Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung der T-Zell-
Populationen im Spender und dem Auftreten im Empfanger sowie dem klinischen Verlauf l&sst

sich in der hier untersuchten Kohorte nicht herausarbeiten.



Abstract

Allogenic hematopoietic stem cell transplantation is a potentially curative treatment for
hematopoietic malignancies. Conditioning therapy as well as immunosuppressive treatment for
prevention or treatment of GvHD impairs the generation of immune cells and maturation to
antigen-experienced memory cells. Other studies found that the immune cell composition of the
graft influences the immune reconstitution in the recipient and that memory cells of the donor can

provide an immediate protection for the recipient after transplantation. [1-4]

Peripheral blood stem cells are collected through apheresis after G-CSF-mobilization. This paper
engaged with the influence of G-CSF on the distribution of T cell subsets, the question whether
memory T cells from the bone marrow are mobilized into peripheral blood and the immune

reconstitution of memory T cells in the recipient after transplantation.

Comparative cytometric analysis of donor blood samples before and after treatment with G-CSF
showed a two- to three-fold increase of the CD4" and CD8" memory T cells upon G-CSF. Memory
T cells showed a significantly lower apoptosis-rate after G-CSF with no differences in the
expression of the proliferation marker Ki67. The CD3" frequencies decreased within lymphocytes
with a lower CD4*/CD8" ratio and a reduction in CD45RA" frequencies. The expression of
different homing molecules including a4f7-Integrin, CLA, CCR6 und CXCR3 on memory T cells
after G-CSF treatment seems to resemble the expression in bone marrow. It can be concluded that
the increase in memory cell counts is not due to proliferation but to the decreased apoptosis rate

and the mobilization from tissues like the bone marrow.

Follow up of recipients of allogenic peripheral stem cell grafts via blood analysis confirmed data
from the literature. The CD4*/CD8" ratio was low after transplantation. Within the population of
CD4" cells, the Tem subset increased steadily while all other subsets declined. An increase in the
frequency of Tem and Temra cells among CD8* memory T cells was found. The frequency of asf7
integrin-expressing memory T cells showed an increase whereas the frequency of CD69-
expressing memory T cells decreased, which could be due to the migration of the CD69* memory

T cells into the bone marrow after transplantation.

Analyzing clinical data from 10 patients after transplantation showed complications as infections,
GVvHD and relapse. A concrete link between the expression of the homing markers in the graft and

the reconstitution in the recipient could not be established in our small cohort.



1 Einleitung
1.1 Gedachtnis-T-Zellen

Die T-Zell vermittelte Immunitéat stellt ein zentrales Element des adaptiven Immunsystems dar. T-
Zellen zirkulieren im Korper um bakterielle, virale und parasitare Infektionserreger, sowie
entartete korpereigene Zellen zu eliminieren. Dabei stellen sie einen integralen Bestanteil einer
komplex koordinierten Immunantwort, bestehend aus B-Zellen, Makrophagen, natirlichen
Killerzellen (NK-Zellen), Mastzellen sowie neutrophilen, eosinophilen und basophilen
Granulozyten dar. Die Entwicklung der T-Zellen erfolgt im Thymus. Reife T-Zellen, die noch
keinen Antigen-Kontakt erfahren haben, werden als naive Zellen bezeichnet. Diese Zellen
verweilen im Blut und in sekundédren lymphatischen Organen, wo ihnen durch antigen-
prasentierende Zellen Peptide prozessierter Pathogene oder Eigenantigene prasentiert und sie
dadurch aktiviert werden. Es kommt zur Proliferation in Form von klonaler Expansion und
Migration in die betroffenen Gewebe, wo von zytotoxischen CD8" T-Zellen eine direkte Lyse
mittels zellvermittelter Zytotoxitét erfolgt und CD4" T-Helfer-Zellen tber die Produktion von
Zytokinen wirken. Nach erfolgter Immunantwort verbleibt ein Teil der Zellen als Ged&chtnis-T-
Zellen. [5]

Gedachtnis-T-Zellen haben die Fahigkeit, bei erneutem Antigenkontakt schneller und stabiler auf
das Antigen zu reagieren als naive Zellen und damit eine bessere Abwehr zu ermdglichen [6].
Definiert werden Gedachtniszellen Uber die Expression des Oberflachenantigens CD45R0O bzw.
uber das Fehlen von CD45RA [7]. Sallusto et al. beschreiben zudem zwei unterschiedliche Arten
von Gedéchtnis-T-Zellen, die wahrend der Immunantwort gebildet werden, Effektor-
Gedachtniszellen (engl. Effector Memory T-Cells, Tem) und Zentrale-Gedachtniszellen (engl.
Central Memory T-Cells, Tcwm) [7]. Auf Effektor-Gedachtniszellen ist die Expression von
gewebespezifischen Homing-Molekilen hochreguliert. Sie zeigen Effektorfunktionen, sind vor
allem im peripheren Blut in der friihen Phase der Immunantwort vorzufinden und migrieren nach
dem Hohepunkt der Immunantwort in die peripheren Gewebe, wo sie Pathogene eliminieren
kdnnen [8-10]. Zentrale-Gedéachtniszellen exprimieren den Chemokinrezeptor CCR7, welcher fiir
die Migration in Lymphknoten verantwortlich ist. Zentrale-Gedéchtniszellen besitzen weniger
Effektorfunktionen, kénnen jedoch bei erneutem Antigenkontakt schnell proliferieren und sich zu
Effektorzellen entwickeln [6, 11]. CD45RA" Zellen werden in naive Zellen, die CCR7 exprimieren
und Temra (engl. Terminally Differentiated CD45RA™) Zellen, denen CCR?7 fehlt, unterteilt [7].
CD45RA" Temra Zellen sind die am starksten differenzierte Population innerhalb der

Gedachtniszellen. Sie haben eine hohe Apoptoseneigung und exprimieren zytotoxische Molekiile
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wie Perforin und Fas Ligand. [12] Abbildung 1 zeigt eine Ubersicht tber die T-Zell-
Subpopulationen, definiert tiber die Expression der Oberflachenmarkmale CCR7 und CD45RA.

i CD45RA

CCR7

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Subpopulationen innerhalb der CD4* und CD8* T-Zellen. Die Aufteilung erfolgt
anhand der Expression der Oberflichenmerkmale CCR7 und CD45RA.

T-Gedé&chtnis-Stammzellen

Neben den vier Subpopulationen der CD4" und CD8" T-Zellen kann (ber zusétzliche Marker wie
u.a. CD95 eine weitere Population innerhalb der naiven Zellen abgegrenzt werden, die als T-
Gedachtnis-Stammzellen (engl. Stem memory T cells, Tscwm) bezeichnet wird. Es wird diskutiert,
ob diesen Zellen stammzelldhnliche Eigenschaften zugeschrieben werden konnen. Einige Studien
zeigen, dass diese Zellen eine erhohte Proliferation, selbsterneuerndes Potential und Eigenschaften
multipotenter Zellen besitzen [13]. Zudem ist beschrieben, dass sie im Transplantationsmodell ein

langeres Uberleben und ein besseres Anwachsen aufweisen [13-15].

Gewebespezifische Gedachtnis-T-Zellen

Die Aufrechterhaltung von Struktur und Funktion des Immunsystems ist abhéngig von der intakten
Migration der Zellen in fur Zell-Zell-Interaktionen spezialisierte Orte [16, 17]. Als Homing
bezeichnet man die Migration von zirkulierenden Lymphozyten aus dem Blutstrom ins Gewebe,
die Gber Oberflachenmolekiile, sogenannte Homing-Rezeptoren, erkannt werden. Diese Migration
durch Blutgefdwénde vollzieht sich iiber ein initiales “rolling” (Rollen) bzw. eine primére
Adhasion, Aktivierung, sekundére Adhésion und letztendlich die Diapedese [17]. Chemokin-
Rezeptoren sind Homing-Molekiile, die sich dadurch auszeichnen, dass sie die Zellen, auf denen
sie exprimiert sind, durch einen Chemokin-Gradienten in bestimmte Gewebe flihren [18]. Die
entsprechenden Liganden sind in den spezifischen Zielgeweben erhoéht exprimiert. So ist CCR7
ein Homing-Molekul spezifisch fur die in Lymphknoten exprimierten CCR7-Liganden CCL19
und CCL21 und damit auf Zentralen-T-Geddchtniszellen in den Lymphknoten zu finden.
Dahingegen migrieren CCR7 Effektor-T-Gedé&chtniszellen in die peripheren Gewebe [6]. CCR10

dirigiert als weiteres Homing-Molekiile Geddchtniszellen in die Haut [19]. Geddchtniszellen in der
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Lunge zeigen eine erhohte Expression von CCR6 [20]. Auch andere Oberflachenmolekile wie
Glykoproteine oder Integrine sind am Homing der Lymphozyten beteiligt. Gedachtniszellen, die
in die Haut migrieren, sind durch eine vermehrte Expression von CLA charakterisiert [21],

wahrend die Expression von asf37-Integrin zu einer Migration in den Darm flhrt [22].

Gewebestandige Gedachtnis-T-Zellen

Neben Untersuchungen zu den zirkulierenden Geddachtniszellen sind in den letzten Jahren
Beschreibungen zu gewebestandigen Gedéchtniszellen erschienen. Es wurde gezeigt, dass
Gedéachtnis-T-Zellen nicht nur im Blut zirkulieren, sondern auch in vielen Geweben wie Haut,
Lunge, Darm und Thymus zu finden sind und dort persistieren [23-25]. So ist die Anzahl an
Gedachtnis-T-Zellen in den Geweben deutlich héher als im peripheren Blut. Die geschétzte
absolute Zahl an Gedachtnis-T-Zellen im peripheren Blut betragt 5 x 10° bis 10x 10°. Die im
Gewebe ansassigen T-Zellen werden auf 2x 10%° Zellen in der Haut [21, 26], 1x 10'%in der Lunge
[20], 3x 10'° im Darm und 20x 10 in den lymphatischen Organen (Milz, Lymphknoten und
Knochenmark) [27] geschéatzt [13]. Gedachtnis-T-Zellen sind die groRte T-Zellpopulation in
Schleimhaut, Haut, Milz und Knochenmark [28]. Gewebestandige Gedachtnis-T-Zellen (engl.
Tissue-resident memory T cells, Trm) sind dadurch charakterisiert, dass sie im Gewebe persistieren
und nicht im peripheren Blut zirkulieren und gewebespezifische Eigenschaften aufweisen. Es wird
vermutet, dass diese an dem Ort, an dem sie ansassig sind, eine wichtige Rolle beim Schutz gegen
latente Virus-Infektionen und eine erste Antwort gegen bekannte Antigene darstellen und aufgrund

ihrer Lokalisation besonders schnell reagieren kénnen [29].

Neben den oben beschriebenen Homing-Molekiilen, sind CD4" und CD8* Trm durch eine hohe
Expression des Markers CD69 charakterisiert [30]. CD8" Trm Zellen exprimieren den Marker
CD103 (aEB7 Integrin). CD4" und CD8" Zellen, die CD69 und CD103 exprimieren, sind als die
dominierenden T-Zell-Subpopulationen in den Geweben Lunge, Darm, Haut und Knochenmark
beschrieben [13, 24, 28, 30]. Lymphoide Gewebe enthalten ebenfalls Zentrale- und Effektor-
Gedachtnis-T-Zellen, die zum Teil CD69, jedoch nicht CD103 exprimieren [13, 30]. Abbildung 2
gibt einen Uberblick tiber das Migrationsverhalten der T-Zell-Populationen.
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Abbildung 2: Migration Gewebeverteilung und Migrationsverhalten der wichtigsten T-Zell-Populationen nach Farber et. al.
[13]. Dargestellt sind die Kompartimente Haut (Skin), Lunge (lungs), Lymphknoten (lymph node), Darm (intestines), Knochenmark
(bone marrow), Milz (spleen) und Blut (blood). Die Subpopulationen Tscy (T-Geddchtnis-Stammzellen), Tew (Zentrale
Geddchtniszellen, Tey (Effektor-Geddchtnis-T-Zellen) und Teryu (gewebestindige Geddchtnis-T-Zellen) sowie die sie
charakterisierenden Markerexpressionen sind gezeigt. Die Pfeile beschreiben das Migrationsverhalten, die entsprechenden
Homing-Molekiile sind dargestellt.

Das Knochenmark als Nische fur Gedachtnis-T-Zellen

Gedachtnis-T-Zellen sind in verschiedenen Kompartimenten im gesamten Korper zu finden. In
besonders hoher Anzahl befinden sie sich an den Stellen, an denen Pathogene eintreten, sowie im
Knochenmark. Wahrend die Anzahl der im peripheren Blut zirkulierenden Geddachtniszellen bei
fehlendem Stimulus mit der Zeit abnimmt, kénnen die Gedé&chtniszellen im Knochenmark

verweilen. Das Knochenmark stellt somit nicht nur die Quelle von T-Zell-Vorlaufern dar, sondern



beinhaltet zudem eine gréRere Anzahl an T-Zellen, die spezifisch fur systemische Antigene sind,
als das periphere Blut. [31]

Letsch et al. haben gezeigt, dass CMV-spezifische CCR7" CD45RA™ Tcm ausschlieBlich im
Knochenmark und nicht im peripheren Blut vorkommen. Zudem konnten CMV-spezifische T-
Zellen des Knochenmarks effizienter expandiert werden als die des peripheren Blutes. [32]
Palendira et al. haben gezeigt, dass CD8* T-Zellen, die spezifisch fir lytische Antigene von EBV
sind, im Knochenmark dreifach erhéht sind gegenlber denen im peripheren Blut [33] und
Guerreiro et al. zeigten, dass TNF-produzierende EBV-spezifische T-Ged&chtniszellen im
Knochenmark deutlich starker vertreten sind als im peripheren Blut [34]. Racanelli et al. wiesen
nach, dass Hepatitis C-Virus-spezifische T-Zellen im Knochenmark bei persistierender Hepatitis
C-Infektion nachweisbar sind. Diese wiesen im Vergleich zu HCV-spezifischen Zellen in der
Leber und im peripheren Blut bessere antivirale Effektorfunktionen auf. [35] Zudem wurde
gezeigt, dass Tetanus-spezifische CD4" T-Zellen im Knochenmark von gegen diesen Erreger

geimpften Personen zu finden sind [3, 31].

Di Rosa und Pabst beschreiben, dass eine extensive Migration der reifen T-Zellen vom Blut ins
Knochenmark und vice versa stattfindet und das Knochenmark ein bevorzugtes Zielorgan fir die
Migration von Gedachtnis-T-Zellen darstellt [36]. Im Mausmodell wurde nachgewiesen, dass
CD4* Gedachtnis-T-Zellen innerhalb von drei bis acht Wochen nach ihrer Entstehung in das
Knochenmark wandern und dort in ruhender Form verweilen. Nach Restimulation werden sie
schnell aktiviert, produzieren Zytokine und regen B-Zellen zur Produktion hoch spezifischer
Antikorper an [37]. CD8* T-Zellen proliferieren starker im Knochenmark als in den (brigen
Organen [38, 39]. Das Knochenmark tragt zudem zu einem Grofiteil zum langfristigen
zytotoxischen T-Zell-Gedéchtniss bei [36]. Bei in vitro Stimulation der knochenmarkstandigen
CD8" Effektor-Gedachtnis-T-Zellen regulieren diese Perforin, Granzym B und FasL hoch und
zeigen gegendber blutstammigen Gedachtniszellen eine erhdhte Zytotoxizitat [40].
Knochenmarks-T-Zellen zeigen potente antigen-spezifische Effektorfunktion in Mausstudien [41]
und in in vitro Studien [42].

In einigen Studien werden die Knochenmark-T-Zellen als gewebestandige Trwm Zellen beschrieben
[31]. Dies beinhaltet, dass die Ged&chtniszellen im Knochenmark persistieren. Im Gegensatz dazu
fuhren Di Rosa und Gebhardt an, dass unter Gleichgewichtsbedingungen die im Knochenmark
befindlichen T-Zellen im Gegensatz zu anderen Geweben hauptséchlich zirkulatorisch sind.

Unterschiede kénnten darin bestehen, wie lange die Zellen im Knochenmark verweilen. [43]



In der Zusammenschau zeigen diese Ergebnisse aus der Literatur, dass das Knochenmark eine
wichtige Nische fir potente Gedéachtniszellen und damit fur die langfristige Aufrechterhaltung des
immunologischen Gedachtnisses darstellt. Die Ergebnisse liefern Hinweise darauf, dass
Gedachtnis-T-Zellen, die aus dem Knochenmark stammen, Ged&chtnis-T-Zellen aus dem

peripheren Blut hinsichtlich Zytotoxitat und Antigenspezifitat tiberlegen sind.

1.2 Die allogene hdmatopoetische Stammzelltransplantation (allo-HSZT)

1.2.1 Definition und Durchfihrung

Die hdmatopoetische Stammzelltransplantation stellt eine kurative Behandlungsmoglichkeit bei
malignen hamatologischen Erkrankungen dar. Eine Transplantation hamatopoetischer
Stammzellen hat das Ziel das Blutsystem nach einer Chemotherapie oder Strahlentherapie zu
regenerieren. Unterschieden wird in die autologe Stammzelltransplantation, bei der
patienteneigene Stammzellen transplantiert werden und die allogene Stammzelltransplantation
(allo-HSZT), bei der Zellen eines verwandten oder nicht-verwandten, gesunden Spenders
iibertragen werden. Die Spenderauswahl erfolgt basierend auf der Ubereinstimmung der humanen
Leukozyten Antigen-Merkmale (HLA-Merkmale). Dabei gibt es die Mdglichkeit eines HLA-
identischen Familien- (engl. matched related donor, MRD) oder Fremdspender (engl. matched
unrelated donor, MUD), sowie die Mdglichkeit trotz Unterschieden in den HLA-Merkmalen

(engl. HLA-Mismatch) zu transplantieren. [44]

Hématopoetische Stammzellen kdénnen aus Knochenmark, aus Nabelschnurblut oder aus
peripherem Blut gewonnen werden. Um Stammzellen aus peripherem Blut zu gewinnen, muss
zunachst eine Mobilisierungstherapie, z.B. mit dem Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor
(engl. Granulocyte-Colony Stimulating Factor, G-CSF) durchgefiihrt werden. G-CSF mobilisiert
Stammzellen aus dem Knochenmark in das periphere Blut. Durch eine Leukapherese werden die
peripheren Blutstammzellen zusammen mit anderen peripheren Immunzellen gewonnen und das
Apheresat dem Patienten Ubertragen.[45] Die im Transplantat erhaltenen T-Zellen fuhren
einerseits zu einem erwinschten Graft-versus-Tumor (GvT) bzw. Graft-versus-Leukemia-Effekt
(GvL), bei dem sich die T-Zellen des Spenders gegen die im Empfanger verbliebenen malignen
Tumor- bzw. Leukamie-Zellen richten [46]. Andererseits kdnnen sie die ungewollte Spender-
gegen-Empfanger-Erkrankung (engl. Graft-versus-Host-Disease, GVHD) auslésen [47]. Um das
Risiko einer GvVHD zu vermeiden, besteht die Mdglichkeit T-Zellen und anderen Lymphozyten
durch eine Lymphodepletion vor der Transplantation aus dem Apheresat zu entfernen. Dies

reduziert jedoch auch den gewtiinschten GvT-Effekt. [47]



Vor der Transplantation des Apheresats erhdlt der Stammzellempfanger eine
Konditionierungstherapie. Die Konditionierung beinhaltet die Myeloablation (Entfernung des
Markraums), die Immunsuppression (zur Vermeidung der TransplantatabstoBung) und die
Eradikation (Entfernung der malignen Zellen). Je nach Intensitdt wird zwischen den
myeloablativen, den nicht-myeloablativen und den intensitatsreduzierten Konditionierungs-
regimen unterschieden. Durch die intensitatsreduzierten Konditionierungsregime besteht die
Madglichkeit auch éltere Patienten und Patienten mit Komorbidititen zu konditionieren und zu

transplantieren. [44]

1.2.2 Komplikationen nach allo-HSZT
Neben der Gefahr, dass es nach der Stammzelltransplantation zu einer Progression der malignen
Grunderkrankung bzw. zu einem Rezidiv kommt, stellen GvHD und Infekte wichtige

Komplikationen dar.

Graft-versus-Host Disease

Bei der Spender-gegen-Empfanger-Erkrankung erkennen die im Transplantat des Spenders ent-
haltenden T-Zellen, die Histokompatibilitatsantigene des Empféangers als fremd und reagieren ge-
gen die Zellen und Gewebe, die diese exprimieren [47]. Unterschieden wird in die akute und die
chronische Form. Die akute GvHD (aGvHD) tritt meist innerhalb von 100 Tagen nach Transplan-
tation auf und ist durch Hautausschldge, Leberentziindung und Durchfélle gekennzeichnet [44].
Das Risiko einer moderaten bis schweren aGvHD betrégt 40%, kann jedoch in Abhangigkeit von
den Risikofaktoren stark schwanken [48]. Die aGvHD wird in vier Grade eingeteilt. Die chroni-
sche GvHD (cGvHD) tritt meist nach dem 100. Tag auf. Das Risiko betragt 40% bei HLA-identen
Familienspenden und bis zu 70 % bei HLA-identen Fremdspenden [48]. Typische Symptome sind
das Sicca-Syndrom sowie lichenoide und sklerodermatdse Hautverdnderungen. Bei der cGvHD
erfolgt die Einteilung in limitierte und extensive GvHD. Die Abgrenzung aufgrund des zeitlichen
Auftretens vor bzw. nach 100 Tagen wird mittlerweile verlassen und die klinische Symptomatik
als ausschlaggebend fir die Einteilung in akute und chronische GvHD angesehen. [44]

Prophylaxe und Therapie der Graft-versus-Host Disease

Zur Prophylaxe der GvHD wird h&ufig Methotrexat und ein Calcineurininhibitor eingesetzt.
Zudem gibt es die Moglichkeit den polyklonalen Antikérper Antithymozytenglobulin (ATG) oder
monoklonale Antikorper wie Alemtuzumab (anti-CD52) einzusetzen. Die Standardbehandlung der
GvHD erfolgt mit Kortikosteroiden, die Behandlungsmdéglichkeiten bei der steroidrefraktaren
GVHD sind limitiert und Gegenstand aktueller Forschung. [44, 48]
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Infektionen

Durch den Einsatz von zytoreduktiven Konditionierungsregimes werden neben den malignen
Zellen auch die gesunden Immunzellen reduziert. Dies ist zum einen gewollt, da die Abstol3ung
der Spenderzellen durch die Immunzellen des Empféngers verhindert wird und somit das
erfolgreiche Anwachsen der hamatopoetischen Stammzellen in der Knochenmarksnische
ermoglicht wird. Zum anderen fuhrt dies zu einer verzdgerten Immunrekonstitution, die eine
erhdhte Mortalitat und Morbiditét, bedingt durch Infektionen und Rezidive der Grunderkrankung,
zur Folge haben kann. [49, 50]

Wiéhrend Infekte im ersten Monat nach Transplantation vor allem auf die fehlenden Granulozyten
und Monozyten zuruckzufihren sind, lassen sich spater auftretende Infektionen vor allem durch
den Mangel an CD4" T-Helferzellen und B-Zellen erklaren [51]. Es werden drei Phasen nach
Stammzelltransplantation unterschieden, in denen bestimmte Infektionen geh&uft auftreten [52].
Die erste Phase umfasst die ersten 30 Tage nach Transplantation, in der Neutropenie und Mukositis
dominieren. In dieser Zeit treten Infektionen durch gram-positive Bakterien, oft durch
Katheterinfektionen, und gram-negative Bakterien, durch die endogene Darmflora, auf. Zudem
sind fungale Infektionen durch Candida spp. (species pluralis) und virale Infektionen z.B. durch
Herpes-simplex-Virus (HSV) hdaufig. Infektionen &uflern sich in dieser Phase als Sepsis,
Pneumonie, Oropharingitis, Sinusitis, Proktitis oder Zellulitis. [52]

Die zweite Phase umfasst den Zeitraum zwischen Tag 30 und Tag 100 nach Transplantation.
Dominierend sind in dieser Phase virale Infektionen wie Cytomegalievirus (CMV), Ebstein-Barr-
Virus (EBV), Adenovirus, BK-Polyomavirus, respiratorische Viren und Pilzinfektionen wie
Pneumocystis jiroveci, Candida spp. und Aspergillus spp. [52].

Die dritte Phase beschreibt den Zeitraum ab Tag 100 nach Transplantation. Infektionen in dieser
Zeit werden beeinflusst vom Auftreten einer cGvHD, die die Rekonstitution der Immunitat
behindert. Zudem kann es durch cGvHD und Bestrahlung zu einer funktionellen Asplenie und
damit einem gehduften Auftreten von umkapselten Bakterien kommen. [52, 53]

Die beschriebene und in Abbildung 3 gezeigte Chronologie bezieht sich auf Patienten, die
myeloablativ konditioniert wurden. Bei einer intensitatsreduzierten Konditionierung sind
Infektionen aufgrund von Neutropenie und Mukositis, wie sie in der ersten Phase nach
Transplantation auftreten, weniger haufig. Fungale und virale Infektionen wahrend der zweiten
und letzten Phase sind vergleichbar, da diese von dem Auftreten einer GvHD beeinflusst werden

und diese mit dhnlicher Inzidenz auftritt. [52, 53]
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Phase I: vor Anwachsen Il: nach Anwachsen 1ll: spdte Phase

(Tag 0 bis +30) (Tag +30 bis +100) (ab Tag +100)
Risikofaktoren Neutropenie reduzierte T-Zellen /B- reduzierte T-Zellen /B-
reduzierte T-Zellen /B- Zellen Zellen
Zellen funktionelle Asplenie funktionelle Asplenie
funktionelle Asplenie Auftreten/Behandlung Auftreten/Behandlung
akute GvHD chronische GvHD
Bakterien gram-negative Bakterien bekapselte Bakterien

gram-positive Bakterien

Pilze Aspergillus spp
Candida spp

Pneumocystis jirovecii

Viren Herpes simplex virus
Zytomegalievirus
Varizella-Zoster-Virus
Epstein Barr PTLD

HHV-6, respiratorische und enterische Viren

Abbildung 3: Infektionen nach Stammzelltransplantation. PTLD: Posttransplant lymphoproliferative Erkrankung; HHV-6: humanes
Herpesvirus 6. Adaptiert durch Apperley et al. [54] und nach Tomblyn et al. [53]

Prophylaxe und Therapie von Infektionen

Zur Prophylaxe von Infektionen durch Herpesviren wird regelmaRig Aciclovir verabreicht, zur
Prophylaxe von Pilzinfektionen wird haufig Fluconazol systemisch gegeben [44]. Die Prophylaxe
bakterieller und viraler Infektionen kann zudem durch Impfungen erfolgen. Es ist nicht immer
mdoglich das geschadigte immunologische Gedéchtnis durch Impfungen wiederherzustellen. Damit
Impfungen eine klinisch relevante Wirkung erreichen kénnen, muss das Immunsystem zu einem
gewissen Grad wiederhergestellt sein. Um eine immunologische Antwort auf neue Antigene zu
erzielen, bedarf es neben B-Zellen auch naiver T-Zellen. Diese, inshesondere die CD4" T-Helfer
Zellen, sind in den ersten drei Monaten nach der Transplantation sehr niedrig und regenerieren in
der Regel erst nach 6-12 Monate. [55]

1.2.3 Immunrekonstitution nach allo-HSZT
Voraussetzung fir das Langzeitiberleben nach erfolgter Transplantation ist neben dem
Anwachsen der Stammzellen im Knochenmark die effiziente Immunzellneubildung im Thymus

und Knochenmark des Empféngers. Durch die fast vollstdndige Lymphodepletion sowohl im
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Rahmen des myeloablativen, als auch des nicht-myeloablativen Konditionierungregimes, massen
die Lymphozytenpopulationen nach der Transplantation aus den im Transplantat enthaltenen
reifen Lymphozyten und ihren Vorldaufern aufgebaut werden. [53] Die Immunrekonstitution nach
Stammzelltransplantation hangt von vielen Faktoren ab. So spielen Charakteristika des
Transplantatempféangers wie Alter, Geschlecht und die zugrundeliegende maligne Entitét eine
Rolle. AuBerdem haben die Art der Transplantation, die Stammzellquelle, die HLA-
Kompatibilitdt, das Konditionierungsregime, die GvHD-Prophylaxe, das Auftreten und der
Schweregrad sowie die Behandlung einer mdglichen GvHD einen Einfluss auf die

Immunrekonstitution. [51]

Die Wiederherstellung der Immunitat wird durch die Quantitdat der Immunzelltypen wie
Granulozyten, Monozyten, NK-Zellen (natlrliche Killerzellen) und Lymphozyten und ihrer
jeweiligen funktionellen Subpopulationen bestimmt. [51] Die einzelnen Immunzellpopulationen
zeigen unterschiedliche Verléufe der Regeneration nach Transplantation (Abbildung 2). Das
Anwachsen der Monozyten findet als erstes statt und ist gefolgt von dem der Granulozyten,
Thrombozyten und NK-Zellen [56]. Laut der European Society for Blood and Marrow
Transplantation ist das Anwachsen der neutrophilen Granulozyten definiert als der Wiederanstieg
der absoluten Zahl an Neutrophilen (absolute neutrophil counts, ANC) auf > 0,5x10° Zellen/Liter
an drei aufeinanderfolgenden Tagen. Das Anwachsen der neutrophilen Granulozyten hdngt von
der Stammzellquelle ab. So ist bei PBSZ (peripheren Blut-Stammzellen) bereits nach zwei
Wochen, bei Knochenmarkstammzellen nach ca. drei Wochen ein Anwachsen zu verzeichnen
[57].

Bei der Rekonstitution der T-Zellen wird in CD8* zytotoxische T-Zellen und CD4* T-Helferzellen
unterschieden. Wahrend die Anzahl der CD8" T-Zellen haufig schnell zunimmt, ist die
Regeneration der CD4" Zellen, insbesondere bei Behandlung des Patienten mit ATG, stark
verlangsamt [58]. Gedachtnis-T-Zellen expandieren als erstes nach Transplantation und sind
entweder Spender-Gedachtniszellen, die mit dem Transplantat (bertragen wurden, oder
Gedachtniszellen des Empféangers, welche das Konditionierungsregime (iberlebt haben [51, 59].
Die im Apheresat enthaltenen Geddchtnis-T-Zellen des Spenders expandieren Thymus-
unabhangig im Patienten. Dies ist zum einen durch Reaktivitat gegentiber Herpesviren wie CMV
und EBV und zum anderen durch die Alloreaktivitat vor allem der CD8" T Zellen bedingt. [51]
Durch die homdgostatische Expansion kommt es zu einer Einschrdnkung des T-Zell-Rezeptor-
Repertoires und damit zu einer Beeintrdchtigung der adaptiven Immunitdt [60, 61]. Die

homdostatische Expansion vollzieht sich vor allem bei den CD8" T-Zellen und weniger bei den
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CDA4" Zellen, sodass eine reduzierte CD4/CD8 Ratio nach Transplantation vorherrscht [62]. Des
Weiteren kommt es zu einer Thymus-abhdngigen Rekonstitution, die insbesondere flr die
Rekonstitution der CD4" Zellen entscheidend ist. Naive T-Zellen entstehen im Thymus aus
Vorléuferzellen, die aufgrund der negativen Selektion keine Alloreaktivitat aufweisen und
aufgrund eines breiten Antigenrepertoires fur die langfristige Immunrekonstitution wichtig sind.
Die Entstehung naiver T-Zellen im Thymus nach der Transplantation dauert meist lange und ist
von Alter und Komplikationen sowie dem Auftreten einer GVHD des Empféangers abhéngig. [63]
Die Rekonstitution der B-Zellen verlauft ebenfalls langsam und eine geringe Zellzahl korreliert
mit dem Auftreten von Infektionen [64]. Vorausgegangene Studien haben gezeigt, dass trotz
normalisierter B-Zellzahlen an Tag 180 nach Transplantation eine verminderte Anzahl an CD27"*
Gedachtnis-B-Zellen bei den Patienten, die an einer Infektion litten, zu erkennen ist [65]. Ebenso
wie das T-Zell-Rezeptorrepertoire, zeigt auch das B-Zell-Antikdrperrepertoire eine verzogerte
Regeneration von bis zu neun Monaten nach allogener Stammzelltransplantation [66]. Eine GvHD
verzogert die Immunrekonstitution einerseits aufgrund der Schadigung lymphatischer Organe wie
Thymus und Knochenmark, andererseits werden zur Prophylaxe und Behandlung der GvHD

immunsupprimierende Medikamente eingesetzt [67].
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Abbildung 4: Anzahl der Inmunzellpopulationen als Anteil des Gleichgewichtszustandes. Ungefdhre Zeitspannen von Wochen,
Monaten und Jahren nach Transplantation. Adaptiert nach Storek et al. 2008 [19]

Haut, Leber und Darm stellen die klassischen Zielorgane der aGvHD dar. Zudem konnte gezeigt
werden, dass auch der Thymus und das Knochenmark wichtige Zielorgane der GvHD sind [68,
69]. Einen Zusammenhang zwischen aGvHD und gestorter Immunrekonstitution stellt
insbesondere die aGvHD des Thymus dar, bei der alloreaktive T-Zellen die Strukturen des
Thymusgewebes angreifen. Da im Thymus die Entwicklung der T-Lymphozyten stattfindet, was
zum einen die Produktion eines breiten T-Zellrepertoires beinhaltet und zum anderen die
Entstehung autoreaktiver T-Zellen verhindert, kann die Schadigung dieser Strukturen zu einer
Storung des Selektionsprozesses fiihren und damit zu persistierenden Immundefekten beitragen
[69].

Bei der GvHD des Knochenmarks scheinen vor allem nicht-hd&matopoetische Zellen wie
Osteoblasten und Endothelzellen, welche die Nische des Knochenmarks formen, das Ziel der
GVvHD zu sein [70]. So konnten Mensen et al. eine Korrelation zwischen der gestorten

Immunrekonstitution nach allo-HSZT und dem Auftreten einer GvHD, der Infiltration von
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Lymphozyten ins Knochenmark sowie einer signifikanten Reduktion der Osteoblasten im
Knochenmark herstellen [71]. Die Beeintrachtigung der Knochenmarknische fur hamatopoetische
Zellen, Plasmazellen sowie T-Gedéachtniszellen stellt somit einen wichtigen Grund fir die gestorte

Immunrekonstitution nach allo-HSZT dar.

Einfluss der Transplantatzusammensetzung auf die Immunrekonstitution

Studien zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung des
Stammzelltransplantats und dem klinischen Verlauf von Patienten nach Stammzelltransplantation
besteht. Eine héhere Anzahl an B-Zellen im Transplantat beispielsweise korreliert mit einem
besseren klinischen Verlauf [72]. Eine erhdhte Anzahl an naiven CD4" T-Zellen und CD8"
Effektor-Gedachtniszellen hingegen korrelierte signifikant mit dem Auftreten einer akuten GvHD
héheren Grades [9, 19]. Auch ein hoher Anteil an CD4" CCR7* Zellen insgesamt im Transplantat

erhoht die Inzidenz und Schwere der akuten Spender-gegen-Empfanger-Erkrankung [73].

Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass Antigen-erfahrene Gedachtnis-B- und -T-Zellen, die
mit dem Stammzelltransplantat transferiert werden, zu einem verbesserten Immunstatus des
Empféangers in den ersten Monaten nach Transplantation fuhren [1, 2]. Bei CMV-positiven
Patienten konnte beispielsweise ein Klinischer Vorteil verzeichnet werden, wenn sie ein
Transplantat von CMV-positiven Spendern im Gegensatz zu sero-negativen Spendern erhielten
[74, 75]. AnschlieRende Studien zeigten, dass die tbertragenen Gedachtniszellen vom Spender im
Empféanger persistieren und die Frequenz von CMV-Reaktivierungen bzw. Neuinfektionen
verringern [4]. Auch konnte gezeigt werden, dass die klinische Anwendung von CMV-
spezifischen T-Zellen einen effektiven Schutz gegen CMV-Reaktivierungen darstellt ohne eine
Spender-gegen-Empfanger-Erkrankung zu begiinstigen [76, 77]. Bereits frih wurde beschrieben,
dass Knochenmarktransplantate von vakzinierten Spendern Tetanus-spezifische CD4" Gedéachtnis
T-Zellen enthalten und dass diese im Empfanger persistieren [3]. In einem Patienten nach allo-
HSZT wurde gezeigt, dass Hamophilus-Influenza Typ B spezifische Gedachtnis-B-Zellen vom
Spender beim Empfanger nach Auffrischungsimpfung eine verstiarkte Antwort zeigen [2].
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass ein Teil der Ubertragenen Gedé&chtniszellen die
Fahigkeit besitzt, im Empfanger zu bestehen und nach erneuter Stimulation eine Gedé&chtnis-

ahnliche Antwort hervorzurufen.
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1.2.4 Stammzellmobilisierung mit G-CSF
G-CSF wird bei allogenen Stammzellspenden genutzt um die Stammzellen aus dem Knochenmark
in das periphere Blut zu mobilisieren. Dies erlaubt die Absammlung peripherer hamatopoetischer

Stammzellen.

Wirkmechanismus von G-CSF

Hamatopoetische Stammzellen haben im Knochenmark eine Nische, die Wachstum, Uberleben
und Differenzierung reguliert. Durch G-CSF kommt es zu einer Verdnderung der
Knochenmarknische, die dazu fuhrt, dass die hdmatopoetischen Stammzellen nicht mehr in der
Nische gehalten werden, sondern in das periphere Blut migrieren. Zu den Faktoren, die die
Retention von hdmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark vermitteln, z&hlen unter anderem
die Interaktion von VLA-4 (very late antigen-4) und VCAML (vascular cell adhesion molecule 1)
sowie die Interaktion von CXCR4 und dem Chemokinliganden CXCL12 (auch engl. stromal cell
derived factor 1, SDF1). [78-81]

Durch die Einwirkung von G-CSF steigt die Anzahl der neutrophilen Granulozyten und deren
Vorléaufer an. Dies fuhrt zu einer vermehrten Freisetzung der durch die Granulozyten produzierten
proteolytischen Enzyme neutrophile Elastase, Cathepsin G und Matrix-Metalloproteinase-9 und
damit zu einem Abbau der Retentionsfaktoren VCAM und CXCL12 im Knochenmark [78, 79, 81,
82]. Durch die Stimulation von CD169* Makrophagen des Knochenmarks, des peripheren
sympathischen Nervensystem, sowie von Osteomakrophagen und Osteozyten kommt es zudem zu
einem Abbau von Osteoblasten und damit zu einer verminderten Produktion von CXCL12 [81].
Des Weiteren ist beschrieben, dass G-CSF die Komplementkaskade aktiviert, was dazu flhrt, dass
das Lipid Sphingosin-1-Phosphat (S1P) durch Erythrozyten in das Plasma freigesetzt wird [81,
83]. Dieses wirkt als Chemokin auf die Stammzellen und fiihrt durch den Gradienten zwischen
peripherem Blut (hohe S1P Konzentration) und Knochenmark (geringe S1P Konzentration) zu
einer Migration der Stammzellen aus dem Knochenmark in das periphere Blut. Eine Zunahme von
S1P im Blut konnte jedoch bisher nur im Mausmodell und nicht im Menschen nachgewiesen
werden [81, 83, 84].

Zusammenfassend kommt es durch G-CSF zu einer Veranderung der Mikroumgebung im
Knochenmark, welche weniger attraktiv fir die hdmatopoetischen Stammzellen ist und, unterstutzt
durch den S1P Gradienten, zu einer Migration der Stammzellen in das periphere Blut fihrt [81,
85, 86].
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Einfluss von G-CSF auf die Transplantatzusammensetzung

G-CSF kann sowohl direkte als auch indirekte Effekte auf die Zusammensetzung und
Funktionalitat der Lymphozytenpopulationen im peripheren Blut haben. Inwieweit ein direkter
Effekt von G-CSF auf die Lymphozyten besteht, ist umstritten. So wurde die Expression des G-
CSF Rezeptors auf myeloiden Vorlauferzellen, sowie auf reifen neutrophilen Granulozyten und
Monozyten schon friih beschrieben, auf eosinophilen Granulozyten, auf erythroiden Zellen sowie
auf Lymphozyten wurde der G-CSF Rezeptor jedoch nicht nachgewiesen [87, 88]. In anderen
Studien wurde gezeigt, dass G-CSF sowohl in vitro als auch in vivo einen Typ 2-T-Helferzellen
Phénotyp und eine GATA3-Expression induziert [89]. Entgegen der allgemeinen Auffassung, dass
G-CSF nur indirekt tber Granulozyten, Monozyten und dendritische Zellen wirkt, konnte hier
gezeigt werden, dass auch T-Zellen einen G-CSF Rezeptor tragen und dass dieser durch G-CSF
induzierbar ist [89].

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die beeintréchtigte Immunrekonstitution stellt eine wichtige Ursache fiir Komplikationen nach
allogener Stammzelltransplantation dar. Es gibt Hinweise darauf, dass mit dem Transplantat vom
Stammzellspender Ubertragene Geddachtnis-T-Zellen zum Immunschutz des Empfangers
beitragen. Die Mobilisierungsbehandlung der Stammzellspender mit G-CSF beeinflusst die
Zusammensetzung des Transplantats. Es ist auerdem bekannt, dass das Knochenmark eine
wichtige Nische fur potente Gedéchtnis-T-Zellen darstellt.

In dieser Arbeit soll daher untersucht werden, ob Gedéchtnis-T-Zellen durch G-CSF aus
peripheren Geweben mobilisiert werden und in diesem Zusammenhang insbesondere das
Knochenmark als Quelle der mobilisierten Gedachtnis-T-Zellen betrachtet werden kann. Es soll
zudem analysiert werden, wie die Zusammensetzung der T-Zell-Populationen beim
Stammzellspender durch G-CSF hinsichtlich phanotypischer und funktioneller Eigenschaften
veréndert wird. Des Weiteren sollen erste Untersuchungen bezuglich des Verlaufs und der
funktionellen Eigenschaften der T-Zell-Populationen im Transplantatempfénger nach der
Transplantation erfolgen. Diese Untersuchungen tragen zu einem detaillierten Verstandnis der
Immunrekonstitution der T-Zell-Populationen nach allogener Stammzelltransplantation bei,
welches notwendig ist, um auf der einen Seite Komplikationen wie Infektionen und Graft-versus-
Host Disease zu verhindern und auf der anderen Seite gewiinschte Effekte wie den Graft-versus-

Leukemia-Effekt zu verstarken und neue Therapien zu entwickeln.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Probanden

2.1.1.1 Stammzellspender

Es wurden 15 erwachsene Stammzellspender, die im Zeitraum vom 01.01.2016 bis 31.12.2016 in
der Stem Cell Facility der Charité Universitatsmedizin Berlin eine Apherese peripherer
Stammzellen erhielten, in die Studie eingeschlossen. Die Probanden wurden im Vorfeld der
Blutentnahme und der anschliefenden Untersuchung durch das arztliche Personal aufgeklart und

gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Ein entsprechendes Ethikvotum liegt vor (EA4/069/13).

Die Spender wurden (ber vier Tage mit Lenograstim (Granocyte 13/34) zur
Stammzellmobilisation behandelt. Die Dosierung erfolgte gewichtsadaptiert und betrug ca.
10 pg/kg Korpergewicht/Tag. Es erfolgte die subkutane Applikation zweimal taglich im Abstand
von zwolf Stunden Gber vier Tage. Am funften Tag, welcher dem Tag der Apherese entspricht,
wurde eine Spritze am Morgen appliziert. Proben von jeweils 20 ml peripheren Blutes wurden am
Tag der Voruntersuchung und nach Gabe von Lenograstim am Tag der Stammzellspende
gewonnen. Es wurden sowohl Familienspender (n=10) als auch Fremdspender (n=5) untersucht.
Bei den Familienspendern wurden zudem die entsprechenden Stammzellempféanger untersucht.

Nicht bei allen Probanden wurden sémtliche Untersuchungen durchgefihrt.

2.1.1.2 Huft-TEP-Patienten

Fur den Vergleich der Immunzellpopulationen zwischen Knochenmark und peripherem Blut
wurden Proben von acht Patienten genommen, bei denen an der Klinik fir Unfall- und
Wiederherstellungschirurgie der Charité Campus Virchow Klinikum eine
Huftkopftotalendoprothese (HUft-TEP) implantiert wurde. Die Aufklarung der Patienten tber die
Studie erfolgte durch das arztliche Personal und die Patienten gaben vor der Entnahme des Blutes
und der am Folgetag stattfindenden Operation ihr schriftliches Einverstandnis. Ein entsprechendes
Ethikvotum zu der Studie liegt vor (EA1/269/14). Am Tag vor der Operation wurde den Patienten
20 ml peripheres Blut entnommen. Der bei der Operation entnommene Hiftkopf wurde am Tag
der Operation aufgearbeitet. Die Operation erfolgte durch Dr. Jorg Schréder und die Huftkopfe
wurden von Sonya Becker prapariert. Nicht bei allen Probanden wurden samtliche

Untersuchungen durchgefinhrt.
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2.1.1.3 Transplantatempfénger

Es wurden zehn erwachsene Patienten untersucht, die vom 01.01.2016 bis 31.12.2016 in der
Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Hamatologie und Onkologie am Campus Virchow
Klinikum der Charité Universitatsmedizin Berlin eine allogene Stammzellspende von einem
Geschwisterspender (matches related donor, MRD) erhielten. Die Patienten wurden vor der ersten
Blutabnahme durch das arztliche Personal aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis.
Ein entsprechendes Ethikvotum liegt vor (EA4/128/09). Es wurde an Tag +2, +7, +15, +30, +60
und +110 nach Transplantation je 20-30 ml peripheres Blut entnommen. Aus organisatorischen
Grinden war es nicht moglich von allen eingeschlossenen Spender zu den geplanten Zeitpunkten

Proben zu erhalten. Nicht bei allen Probanden wurden samtliche Untersuchungen durchgefiihrt.

Nach Erhalt der Blutproben wurden die Untersuchungen bei allen Probanden und Patienten
mdoglichst zeitnah durchgefuhrt. Bei wenigen Proben war keine sofortige Bearbeitung mdglich.

Diese Proben wurden kryokonserviert und fir die Untersuchungen aufgetaut.

2.1.2  Untersuchungen an den Geweben Tonsillen, Milz und Thymus

Es wurden durchflusszytometrische Farbungen an ausgewéhlten Geweben durchgefiihrt. Die
Bereitstellung des Thymusgewebes erfolgte durch das Deutsche Herzzentrum, Berlin. Die
Operation wurde von Dr. Mi-Young Cho und die Préparation von Eva Kabisch
durchgefuhrt (EA1/233/09).

Die Bereitstellung des Milzgewebes erfolgte von Prof. Dr. Thomas Dorner und Karin Reiter vom
Deutschen Rheuma-Forschungszentrum, Berlin. Tonsillen-Gewebe erhielten wir von Prof. Dr.

Alexander Scheffold und Petra Bacher vom Deutschen Rheuma-Forschungszentrum, Berlin.

2.1.3 Gerate

Tabelle 1: Gerdte

Abzug Airflow Control

Arge, Wathlingen, Deutschland

Brutschrank Forma Steri-Cycle

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Durchflusszytometer LSR Fortessa™

Becton Dickinson, Kalifornien, USA

Gefrierschrank -80 °C UF755G

Dometic Medical Systems, Hosingen, Luxemburg

Gefrierschrank Premium NoFrost GN2553

Liebherr, Bulle, Schweiz

Kuhl-Gefrierschrank-Kombination

Siemens, Berlin/Minchen, Deutschland

Kihl-Gefrierschrank-Kombination KGK2833

Liebherr, Bulle, Schweiz

Mikropipetten (0,5-10, 10-100, 100-1000 ul)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikroskop BX 300

Will, Wetzlar, Deutschlan

Mikroskop Labovert

Leitz, Wetzlar, Deutschland

Nalgene® 1 °C Freezing Container

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Pipettierhilfe Pipetus® Akku

HirschmannLaborgerate,Eberstadt, Deutschland

Sterilbank HERAsafe® (Klasse 1)

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Sterilbank LaminAir 2010 1.2 (Klasse I1)

Heto-Holten, Allergd, Danemark
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Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortexer Reax top

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, New York, USA

Woasserbad WBT12 Medingen, Arnsdorf, Deutschland
Zellzéhlkammer Neubauer (0,1 mm/0,0025 mm?2) | Laboroptik, Lancing, United Kingdom
Zentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Heraeus Fresco 17

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, US

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR+

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

LS Séulen

Miltenyi Biotec

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Kryotubes (1.6 ml)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

EDTA-R6hrchen Vacutainer® (10 ml)

BD Biosciences, New Jersey, USA

Heparinréhrchen Vacutainer® (10 ml)

BD Biosciences, New Jersey, USA

Konische Zentrifugenréhrchen Falcon® (15 ml,
50 ml)

BD Biosciences, New Jersey, USA

Kulturréhrchen (14 ml)

BD Biosciences, New Jersey, USA

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Falcon®

BD Biosciences, New Jersey, USA

Transferpipette (3.5 ml)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Zellsieb (100 um) Falcon®

BD Biosciences, New Jersey, USA

Tabelle 3: Reagenzien und Chemikalien

Ampuwa Wasser flr Injektionszwecke

Fresenius, Bad Homburg, Deutschland

Biocoll Trennlésung

Biochrom, Berlin, Deutschland

Flebogamma, humanes 1gG

BioTest, Dreieich, Deutschland

FACS Clean BD Biosciences, New Jersey, USA
FACS Flow BD Biosciences, New Jersey, USA
FACS Rinse BD Biosciences, New Jersey, USA

FCS (hitze-inaktiviert)

PAA, New Jersey, USA

Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM)

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

PBS (1x) Dulbecco

PAA, New Jersey, USA

Propidiumiodid

Biolegend, California, USA

Trypanblau

Merck, Darmstadt, Deutschland

anti-PE Microbeads

Miltenyi Biotec

Tabelle 4: Kits

CompensationBeads, anti-mouse Igk

BD Biosciences, New Jersey, USA

Annexin-V FITC Apoptose Kit

BD Biosciences, New Jersey, USA

eBioscience™ Foxp3 / Transcription Factor
Staining Buffer Set

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Tabelle 5: Puffer und Medien

Einfriermedium

IBM, 40 % FCS Serum, 10 % DMSO

FACS-Puffer

1xPBS, 2 % Flebogamma

Stimulationsmedium

IMDM, 10 % FCS Serum, 1 % P/S
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Tabelle 6: Fluochrom-konjugierte anti-humane Antikérper

Antikorper Fluorochrom Hersteller Klon \Verdiinnung
CD3 V500 BD SP34-2 1:80
CD3 Pacific Blue BD UCHT1 1:80
CD3 PerCP/Cy5.5 Biolegend 37895 1:80
CD3 APC Biolegend SK-7 1:80
CD4 AF700 Biolegend RPA-T4 1:100
CD8 BV650 BD RPA-T8 1:80
CD8 BV711 Biolegend SK1 1:80
CD8 PerCP/Cy5.5 Biolegend SK1 1:80
CD8 PE Biolegend PC61 1:80
CD45RA PE-Cy5 Biolegend H1100 1:400
CD69 FITC Biolegend FN50 1:40
CD95 PE-Cy7 Biolegend DX2 1:80
CD103 APC Biolegend Ber-ACT8 1:80
CD196 (CCR6) | APC/Cy7 Biolegend GO34E3 1:40
CD197 (CCRY?) Pacific Blue Biolegend G043H7 1:100
CD294 (CRTH2) |BV605 Biolegend BM16 1:80
CLA APC Vio 770 Miltenyi Biotec | HECA-452 1:100
CCR10 APC Miltenyi Biotec REA326 1:80
HLA-DR PerCP Cy5.5 Biolegend 1243 1:80
CXCR3 FITC R&D 49801 1:20
Ki67 FITC Miltenyi Biotec REA183 1:10
HNP 1-3 Biotin Hycult Biotech D-21 1:100
lgG1 PE Hycult Biotech MOPC-21 1:50
oup7-Integrin Biotin - - 1:100
Life Dead Pacific Orange eBioscience - 1:100
Streptavidin PE - - 1:200
Streptavidin Pacific Blue - - 1:100
CD19 PE BD HIB19 1:20
CD114 PE Biolegend LMM741 1:80
IgG1 Isotype PE Biolegend MOPC-21 1:40

* Es erfolgte die freundliche Bereitstellung durch das HIV-Konsortium des Deutschen-
Rheumaforschungszentrums.

2.1.5 Software

Tabelle 7: Software

FACSDiva TM Software Version 6.2

BD Biosciences, New Jersey, USA

FlowJo Version 10.0.8

Tree Star, Oregon, USA

GraphPad Prism Version 6.0

GraphPad Software, Kalifornien, USA
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http://www.biolegend.com/index.php?page=pro_sub_cat&action=search_clone&criteria=OKT3
http://www.biolegend.com/index.php?page=pro_sub_cat&action=search_clone&criteria=RPA-T4
http://www.biolegend.com/index.php?page=pro_sub_cat&action=search_clone&criteria=PC61
http://www.biolegend.com/index.php?page=pro_sub_cat&action=search_clone&criteria=HI100
http://www.biolegend.com/index.php?page=pro_sub_cat&action=search_clone&criteria=FN50
http://www.biolegend.com/index.php?page=pro_sub_cat&action=search_clone&criteria=DX2
http://www.biolegend.com/index.php?page=pro_sub_cat&action=search_clone&criteria=Ber-ACT8
http://www.biolegend.com/index.php?page=pro_sub_cat&action=search_clone&criteria=G034E3
http://www.biolegend.com/index.php?page=pro_sub_cat&action=search_clone&criteria=G043H7
http://www.biolegend.com/index.php?page=pro_sub_cat&action=search_clone&criteria=BM16
http://www.biolegend.com/index.php?page=pro_sub_cat&action=search_clone&criteria=L243

2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von PBMC und BMMC

Zur phanotypischen und funktionellen Charakterisierung der mononuklearen Zellen wurden diese
mittels Dichtegradientenzentrifugation aus peripherem Blut (engl. peripheral blood mononuclear
cells, PBMC) sowie aus dem Knochenmark (engl. bone marrow mononuclear cells, BMMC)
gewonnen. Fur die Gewinnung von PBMC wurde frisches EDTA- und Heparin-Blut genutzt, fir
die Isolation von BMMC wurden die Zellen aus frisch entnommenen Huftkdpfen gewonnen. Fur
die Auftrennung wurde eine Biocoll-Trennlésung (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
verwendet. Durch die spezifische Dichte der Trennlésung von 1,1 g/ml erfolgt bei Zentrifugation
die Trennung der Blutkomponenten entsprechend ihrer spezifischen Dichte. Durch ihre hohere
Dichte finden sich Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen am Boden, mononukledre Zellen
(B-Zellen, T-Zellen, Monozyten und NK-Zellen) hingegen sammeln sich auf der Trennlésung

unterhalb der oben aufliegenden Plasmaschicht.

Fur die Isolation wurde das frische Vollblut unter sterilen Bedingungen 1:1 mit PBS auf ein
Endvolumen von 35 ml verdiinnt. Die Knochenmarkzellen der Hiftkdpfe wurden mit einem
sterilen Metalll6ffel isoliert, in 25 ml warmes IMDM, 10 % FCS Serum, 1 % P/S uberfiihrt und
10 bis maximal 30 min auf einem Schuttler inkubiert. Die Zellsuspension wurde (ber einen
100 pm Filter in ein neues Zentrifugenrohrchen uberfiihrt und ebenso auf 35 ml mit PBS
aufgefiillt. Die Suspension wurde dann auf 15 ml Biocoll-Trennlésung gegeben und fir 15
Minuten mit 2000 Umdrehungen pro Minute (UpM) ohne Dezeleration bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Die PBMC wurden aus der Trennschicht zwischen Plasma und Biocoll-Schicht mit
einer Transferpipette abgenommen. Die Zellen wurden dann mit PBS auf 50 ml aufgeftillt und 10
Minuten bei 1300 UpM, ebenfalls bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, die Zellen mit PBS auf 10 ml aufgefullt und die Zellzahl durch Anfarben mit
Trypanblau in der Zellzahlkammer von Neubauer (0,1 mm/0,0025 mm?2) unter dem
Lichtmikroskop ermittelt. Entsprechend der Zellzahl wurden die Zellen aufgeteilt, erneut bei 1300
UpM und RT zentrifugiert und im Anschluss zur Blockierung von Fc-Rezeptoren in PBS-

Flebogamma resuspensiert und 15 Minuten auf Eis inkubiert.

2.2.2 Kryokonservierung von PBMC und BMMC
Zur Kryokonservierung der PBMC und BMMC wurden diese in einer Dichte von 10° Zellen/ml
mit 4°C kaltem Einfriermedium (IMDM, 40 % AB Serum, 10 % DMSO) resuspendiert und mit

einem Volumen von jeweils einem ml in Kryotubes gefillt. Fir den Einfrier-Prozess wurden die
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Kryotubes in vorgekihlte Isopropanol-Einfriercontainer gestellt und dann bei -80°C gelagert und
im Verlauf bei langerer Lagerung in Stickstofftanks aufbewahrt.

2.2.3 Phanotypische Charakterisierung von T-Zellen mittels Durchflusszytometrie
Prinzip der Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden die physikalischen Eigenschaften Grofle und Granularitat
einer Zelle sowie extrazellulare und intrazellulare Antigene mittels Fluorochrom-konjugierter
Antikorper detektiert. Ein Laser sendet monochromatisches Licht auf eine lichtdurchlassige
Kivette, durch die ein Flissigkeitsstrom mit je einer Zelle durchgeleitet wird. Die nach vorne
abgelenkten Strahlen geben Auskunft Gber die relative Grofle der Zellen (engl. Forward Side
Scatter, FCS). Anhand des im 90°-Winkel durch intrazellulére Partikel abgelenkten Streulichts

(engl. Sideward Side Scatter, SSC) l&sst sich die Granularitat der Zellen bestimmen.

Bei der Markierung der Zellen mit Fluorochrom-konjugierten Antikérpern wird im
Durchflusszytometer ein Teil der Lichtenergie des Lasers durch das Fluorochrom absorbiert und
Licht hoherer Wellenldnge ausgesendet, welches dann durch die Detektoren im Gerat gemessen
wird. Durch den Einsatz verschiedener Laser-Wellenlangen, Filter, Spiegel und Detektoren ist es
moglich, Fluoreszenzsignale unterschiedlicher Spektren zu messen. Durch GroRe und Granularitét
konnen die PBMC in Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten unterschieden werden. Durch
den Einsatz Fluorochrom-konjugierter Antikdper lassen sich die einzelnen Populationen der
Zelltypen unterscheiden. Die Bedienung des Durchflusszytometers erfolgte mithilfe der Software
FacsDiva Version 6.2. [90]

Phéanotypisierung von T-Zell-Populationen
Durch die systematische Zusammenstellung von Flurochrom-konjugierten Antikérpern, die zur
Markierung von leukozytdren Antigenen eingesetzt werden, konnen mithilfe der

Durchflusszytometrie Immunzellpopulationen voneinander abgegrenzt werden.

Intrazellulare Farbungen
Die intrazelluldren Farbungen wurden mit dem Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set
fur die Ki67-Farbungen und dem Intracellular fixation and permeabilization buffer set (Affimetrix

eBioscience) nach Herstellerangaben durchgefihrt.
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Gating-Strategien

Um die definierten T-Zell- Populationen und Subpopulationen zu identifizieren, wurden mithilfe
der Antikorper aus Tabelle 6 systematisch zusammengestellte Farbe-Panels eingesetzt. Abbildung
5 zeigt ein repréasentatives Beispiel fiir die Gating-Strategie zur Identifikation der T-Zellen und

der entsprechenden Subpopulationen innerhalb der PBMCs.

CD4+ T-Zellen

g TCM Tnaive

'y CD4* T-Zellen

T
10*

PR CD3* T-Zellen é i CD45RA

CD8+ T-Zellen

S

E Tem Thaive
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10t 10* 10° T BN TS

CD45RA CD95

Abbildung 5: Durchflusszytometrische Identifizierung von T-Zell-Populationen. Die Abbildung zeigt die Gating-Strategie zur

Abgrenzung der CD3*, CD4* und CD8* T-Zellen sowie der Subpopulationen innerhalb der CD4+ und CD8* Kompartimente. Hier
sind beispielhaft die Farbungen der PBMCs gezeigt. Beim Gating der BBMCs wurde analog vorgegangen.

Zunéchst wurde durch den Ausschluss von Propidiumiodid-positiven Zellen sichergestellt, dass
nur lebende Zellen in die Analysen aufgenommen werden. Zudem wurde durch die Auftragung
von FSC-A gegen FSC-H die Erkennung und Exklusion von Zelldubletten und aggregierten
Zelltrimmern ermdglicht. Durch die Gegenuberstellung von FSC (GroRe) und SSC (Granularitét)
wurde die Lymphozytenpopulation identifiziert. AnschlieRend wurden die CD3* T-Zellen
ausgewahlt und diese in CD4" T-Helfer und CD8" zytotoxische T-Zellen unterschieden. Fir die
Abgrenzung der Gedachtniszellen wurde der Marker CD45RA genutzt und die CD45RA" Zellen
als Gedéchtniszellen definiert. Mithilfe der Gegenuberstellung von CCR7 und CD45RA wurden
weitere Subpopulationen unterschieden. CCR7"CD45RA" Zellen wurden als zentrale Gedachtnis-
T-Zellen (engl. central memory T cells, Tcm), CCR7'CD45RA™ als naive T-Zellen (Tnaive), CCRT
CD45RA" als terminal differenzierte Gedachtnis-T-Zellen (engl. effector memory CD45RA
expressing T cells, Temra) und CDCR7-CD45RA" als Effektor Gedachtnis-T-Zellen (engl. Effector
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memory T cells, Tem) definiert [6, 7]. Zudem wurden die CD95" naiven Zellen als Tscm gegated.
Hierbei ist kritisch anzumerken, dass fir ein eindeutiges Gating der Tscwm eine erweiterte

Markerkombination nétig ist (siehe Diskussion 4.2.2).

Die Farbungen fiir die Gewebemarker CD69, CD103, asf7-Integrin, CLA, CCR10, CCRS6,
CXCR3 und CRTH2 sind in Abbildung 6 dargestellt. Beispielhaft sind die Dotplots der Farbungen
auf den CD4* T-Zellen der PBMCs dargestellt.
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Abbildung 6: Expression von Gewebemarkern auf CD45RA- Gedachtniszellen. Die Abbildung zeigt beispielhaft die Expression der
untersuchten Gewebemarker auf den CD4* T-Zellen im peripheren Blut. Dargestellt ist die Expression von CD69, CD103, a8
Integrin, CCR10, CCR6, CXCR3 und CRTH2 gegen CD45RA. Auffillig ist die vermehrte Expression auf den CD45RA- Geddichtniszellen
bei den Markern CD103, CLA, CCR10, CCR6 und CXCR3. a4B7-Integrin zeigt eine diskrete Auftrennung in eine positive und eine
negative Population bei den CD45RA- Zellen. Die CD45RA* Zellen zeigen eine intermediéire Expression, es lassen sich keine diskreten
Populationen abgrenzen. Die CD69 und CRTH2 Expression ist auf den CD45RA* und CD45RA- Zellen gering.

Fur die funktionellen Untersuchungen wurden die Proliferation und die Apoptose-Anfalligkeit der
Gedachtniszellen betrachtet. Dazu wurden der Proliferationsmarker Ki67 sowie die Kombination
aus Annexin V und Propidiumiodid (PI) zur Unterscheidung in lebende, friih-apoptotische, spat-
apoptotische und nekrotische Zellen genutzt. Abbildung 7 zeigt reprasentative Farbungen von
Ki67 bzw. Annexin/Pl auf CD4* Gedéachtniszellen.
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Abbildung 7: Beispielhafte Dotplots zu funktionellen durchflusszytometrischen Messungen. Die Abbildung zeigt den
Proliferationsmarker Ki67 in Abhédngigkeit von der CD45RA Expression (links) sowie die Darstellung von Pl gegen Annexin zur
Untersuchung der Apoptoseneigung (rechts).
2.2.4 Exosomen-Isolation und cDNA Synthese
Die Exosomen wurden aus dem peripheren Blut vor und nach G-CSF Behandlung mit dem Total
Exosome Isolation Reagent Kit (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) isoliert und
anschlieBend die RNA mit dem Total Exosome RNA and Protein Isolation Kit (Thermo Fisher
Scientific) nach Herstellerangaben extrahiert. Die cDNA wurde mit dem High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Kalifornien, USA) generiert. Dazu wurde das
Thermocycler Programm auf dem GeneAmp™ PCR System 9700 (Applied Biosystems) genutzt
und die folgende Einstellung verwendet: 10 min 25°C, 120 min 37°C, 5 min 85°C.

Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR wurde in 96-well MicroAmp®Optical Platten (Applied
Biosystems, Kalifornien, USA) in einem Gesamtvolumen von 13 pl, bestehend aus 2 pl cDNA,
4,25 ul DEPC-behandeltem Wasser, 6,25 ul TagMan®Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems) und 0,5ul FAM markiertem DEFA1 (Hs00414018 ml1) und DEFA3
(Hs00234383_m1) Primer-/Sondenpaar (Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt. Fur die PCR
wurden die folgenden Einstellungen genutzt: 1x (2 min 50°C), 1x (10 min 95°C), 40-50x (15 sec
95°C, 1 min 60°C). Die PCR wurde am 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Kalifornien, USA) durchgefiihrt. Diese Experimente erfolgten mit Hilfe von Sonya Becker.

2.2.5 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software GraphPad Prism (Version 6.0).
Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05 gilt als schwach statistisch signifikant (*), eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.01 als signifikant (**). Statistische Signifikanzen wurden mit
dem Wilcoxon matched pairs signed rank Test berechnet. Die Daten wurden einzeln oder als
Mittelwert plus/minus dem Standardfehler angegeben. Zur grafischen Darstellung der Daten

wurden mit GraphPad Prism Balken- und Punktdiagramme generiert.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit sollten die Auswirkungen von G-CSF auf die Transplantatzusammensetzung, vor
allem in Hinblick auf die T-Zellpopulationen untersucht werden. Dazu wurden allogene
Stammzellspender rekrutiert und Blutproben vor und nach der Behandlung mit G-CSF genommen.
Zudem sollte der Vergleich mit T-Zellen aus dem Knochenmark erfolgen. Hierzu wurden Proben
aus peripherem Blut und Knochenmark von Patienten, die eine Hufttotalendoprothese erhalten
haben, untersucht. Des Weiteren sollten die T-Zell-Populationen der Stammzellspender im
Stammzellempfanger nachverfolgt werden. Dazu wurden Blutproben der entsprechenden
Stammzellspender im Verlauf nach der Transplantation analysiert. Im Folgenden sind die

Charakteristika dieser einzelnen Probanden bzw. Patientengruppen dargestellt.

3.1 Charakteristika der Spender und Patienten

3.1.1 Charakteristika der Stammzellspender

Es wurden 15 gesunde Stammzellspender in die Studie eingeschlossen. Das mittlere Alter der
Spendergruppe betrug 50 Jahre (Median 57, Spannbreite 23-69 Jahre) mit 6 weiblichen und 9
mannlichen Spendern. Alle Spender waren allogene Stammzellspender. Es wurden sowohl
Familienspender (n=10) als auch Fremdspender (n=5) untersucht. Bei den Familienspendern

wurden zudem die entsprechenden Stammzellempféanger untersucht.

3.1.2 Charakteristika der Huft-TEP-Patienten

Es wurden 8 Patienten untersucht. Das mittlere Alter der Patientengruppe betrug 63,3 Jahre
(Median 63,5 Jahre, Spannbreite 51-79 Jahre). Es wurden zwei ménnlichen Patienten und sechs
weibliche Patienten untersucht. Die Indikation zur Implantation einer Huftkopfendoprothese

wurde bei allen Patienten aufgrund einer Hiiftkopfarthrose gestellt.

3.1.3 Charakteristika der Stammzellempfanger

Es wurden 10 Stammzellempfénger in die Studie eingeschlossen. Das mittlere Alter der
Patientengruppe betrug 53 Jahre (Median 53 Jahre, Spannbreite 27-68 Jahre) mit sieben
weiblichen und drei mannlichen Stammzellempfangern. Die klinischen Charakteristika der

Patienten sind in Tabelle 8 dargestellt.
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Tabelle 8: Dargestellt sind die klinischen Charakteristika der Stammzellempfédnger (Empf.), Alter und Geschlecht der Spender,
sowie mit dem Transplantat libertragende CD3* T-Zellen pro kg Kérpergewicht des Empfdngers.

Alter | Geschl. | Diagnose | Konditionierung | ATG Alter Geschl. | CD3* Zellen
Empf. | Empf. kumulativ Spender | Spender | im
(mg/kgKG) Transplantat
(x10%/kgKG)
1 65 w AML RIC: Fludarabin, | 40 65 w 628
Busulfan
2 64 w AML RIC: Fludarabin, | 20 62 m 61
Busulfan
3 54 m AML FLAMI-RIC 60 57 m 594
4 27 w ALL TBI (12Gy), 0 29 m 306
Etoposid
(60mg/kgKG)
5 52 w Multiples | Fludarabin (3x 30 60 w 27

Myelom 30mg/kgKG),
Melphalan (140

mg/kgKG
6 44 w AML RIC: Fludarabin, | 40 46 m 217
Busulfan
7 48 w MDS/ RIC: Fludarabin, | 40 62 w 370
MPN Busulfan
(dosisreduziert)
8 47 w refraktares | RIC: Fludarabin, | 40 56 w 325
DLBCL Busulfan
9 68 m AML FLAMI-RIC 30 69 w 346
elderly
10 58 m AML RIC: Fludarabin, | 40 44 m 226
Busulfan

Erklérung zu den Konditionierungsregimes

RIC (engl. Reduced Intensity Conditioning): beinhaltet die Behandlung mit Fludarabin (6x 30mg/m? Kérperoberflidche) und
Busulfan (2x 4mg/kg Kérpergewicht) bzw. Busulfan dosisreduziert (2x 2mg/kg Kérpergewicht)

FLAMI-RIC: beinhaltet die Behandlung mit Fludarabin (4x 30mg/m? Kérperoberfiiche), AraC (Cytarabin) (4x2000mg/m?
Kérperoberfldche), Mitoxantron (4x 10 mg/ m? Kérperoberfliche), Endoxan (2x60 mg/kg Kérpergewicht), TBI 4 Gy (total body
irradiation; Ganzkérperbestrahlung mit 4 Gray), Cyclophosphamid (2x 60 mg/kg Kérpergewicht) und Mesna (20%, 100% von
Cyclophosphamid)

FLAMI-RIC elderly: beinhaltet die Behandlung mit Fludarabin (4x 30mg/m? Kérperoberfliche), AraC (4x1000mg/m?
Kérperoberfldche), Mitoxantron (4x 10 mg/ m2 Kérperoberfldche), Busulfan (3x 0,8 mg/ kg Kérpergewicht) Cyclophosphamid (2x
60 mg/kgKG) und Mesna (20%, 100% von Cyclophosphamid)

Funf Patienten litten unter einer akuten myeloischen Leukdmie (AML). Die Indikation zur
Stammzelltransplantation wurde bei diesen Patienten aufgrund einer Hochrisikokonstellation
gestellt. Eine Patientin litt unter einer akuten lymphatischen Leukédmie (ALL). Eine weitere
Patientin litt unter einem nicht naher klassifizierbaren myelodysplastischen Syndrom bzw. einer
myeloproliferativen Neoplasie (MDS/MPN). Die Indikation zur Stammzelltransplantation wurde
bei dieser Patientin aufgrund einer hohen Transfusionsfrequenz und eines hohen

molekulargenetischen Risikos gestellt.

Alle Patienten erhielten eine Stammzellspende mit peripheren Blutstammzellen (Peripheral Blood
Stem Cells, PBSC) von einem HLA-identen Geschwisterspender. Die Stammzellen wurden bei
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neun Patienten am Tag nach der Absammlung transplantiert. Bei einer Patientin (Patientin
Nummer 2) wurden die Stammzellen nach der Absammlung kryokonserviert und zu einem
spateren Zeitpunkt (nach 13 Tagen) transplantiert. Die mittlere Anzahl an mit dem Transplantat
iibertragenen T-Zellen betrug 310 x10° Zellen/kg Korpergewicht. Die Patienten, die an einer
AML, einem MDS/MPS bzw. an einem diffus grof3zelligen B-Zell-Lymphom (engl. diffuse large
B-cell lymphoma, DLBCL) erkrankt waren, erhielten eine intensitatsreduzierte Konditionierung
mit Fludarabin und Busulfan bzw. Bulsulfan dosisreduziert oder wurden mit dem Flami RIC
Regime bzw. dem Flami RIC elderly Regime konditioniert. Eine Patientin (ALL) erhielt eine
klassische Konditionierung mit voller Intensitdt mittels Bestrahlung (kumulativ 12 Gy) und
Etoposid. Eine Patientin (Multiples Myelom) erhielt eine Konditionierung mittels Fludarabin und
Melphalan. Zur Prophylaxe einer GVHD wurden neun der zehn untersuchten Patienten an Tag -3,
-2 und -1 vor Transplantation mit ATG (Fresenius) behandelt. Es wurden 20-60 mg/kg
Kdrpergewicht ATG kumulativ verabreicht.

3.2 Ergebnisse Stammzellspender

3.2.1 T-Zell-Populationen und Subpopulationen

Im Folgenden werden die Veranderungen der Lymphozyten-Populationen sowie der
Subpopulationen durch G-CSF und die Veranderungen in der Expression der Gewebemarker beim
Stammzellspender gezeigt. Zum Vergleich sind die entsprechenden Ergebnisse aus den
Untersuchungen der Patienten, deren peripheres Blut und Knochenmark analysiert wurde,

dargestellt.

T-Zell-Populationen

Die absoluten Zellzahlen der Lymphozyten der Stammzellspender wurden im Rahmen der
Voruntersuchung in der Stem Cell Facility der Charité sowie am Tag der Stammzellspende durch
ein Differentialblutbild bestimmt. Die Bestimmung am Tag der Spende erfolgte nach Applikation
von G-CSF und vor der Entnahme der Stammzellen.

Vor Behandlung mit G-CSF betrug die mittlere Lymphozytenzahl 1712/ul (Spannbreite 1050-
2220/ul). Nach Behandlung mit G-CSF zeigte sich ein Anstieg der absoluten Lymphozytenzahl
auf 4625/ul (Spannbreite 3180-6650/ul). Die Berechnung der absoluten Zellzahlen der jeweiligen
Lymphozytenpopulationen im Folgenden beruht auf den Lymphozytenzahlen im
Differentialblutbild.
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Zunachst wurden die quantitativen und qualitativen Veranderungen der CD3" T-Zellen, der CD4*
und CD8" T-Zellen sowie der Gedachtniszellen und der Subpopulationen (Tem, Thaive, Temra Und
Tcwm) betrachtet.

Die absoluten Zellzahlen der CD3*, sowie der CD4" und CD8" T-Zellen vor und nach Behandlung
mit G-CSF sind in Abbildung 8 dargestellt. Es zeigte sich bei allen Populationen eine signifikante
Zunahme der Zellen im peripheren Blut nach Behandlung der Stammzellspender mit G-CSF. Die
mittlere Anzahl der CD3* T-Zellen stieg um das 2,6-fache von 1330/ul auf 3487/ul. Die Anzahl
der CD4" T-Zellen stieg um das 2,4-fache von 827/ul auf 1984/ul und die Anzahl der CD8" T-
Zellen um das 3-fache von 370/ul auf 1121/pl.
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Abbildung 8: Absolute Zellzahlen der CD3* T-Zellen sowie der CD4* T-Helfer und CD8* zytotoxischen T-Zellen vor und nach
Behandlung der Stammzellspender mit G-CSF. Absolute Zellzahlen pro pl Blut der Stammzellspender vor Behandlung mit G-CSF
sind als Kreise, Zellzahlen der entsprechenden Stammzellspender nach Behandlung mit G-CSF sind als Quadrate dargestellt.
Striche kennzeichnen den Mittelwert. Statistische Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. n=15, **p<0,01

Die prozentuale Verteilung der CD3* T-Zellen innerhalb der Lymphozyten sowie der CD4" und
CD8" T-Zellen innerhalb der CD3* T-Zellen zeigte geringe, jedoch signifikante VVeranderungen
nach der Behandlung mit G-CSF, welche in Abbildung 9 dargestellt sind. So wurde eine
signifikante Abnahme des mittleren Anteils der CD3* T-Zellen an den Lymphozyten von 77% vor
Behandlung mit G-CSF auf 71% nach Behandlung mit G-CSF beobachtet. Der Anteil der CD4"
und CD8" Zellen an den CD3" Zellen zeigte eine signifikante Abnahme der CD4" Zellen von
50,5% auf 42,9% und eine signifikante Zunahme der CD8" Zellen von 18,2% auf 21,6%. Das
Verhaltnis von CD4" zu CD8" &nderte sich damit zugunsten der CD8" Population von 2,8 vor G-
CSF auf 2,0 nach G-CSF.
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Abbildung 9: Anteil der CD3* T-Zellen an den Lymphozyten und Anteil der CD4* und CD8* Zellen an der CD3* T-Zell-Population
vor und nach Behandlung der Stammzellspender mit G-CSF. CD3*Zellen sind als prozentualer Anteil der Lymphozyten dargestellt
(A). Der Anteil der CD4* (B) und CD8* (C) Zellen bezieht sich auf die CD3* Zellen. Es wurden gepaarte Proben von den jeweiligen
Stammzellspendern vor und nach G-CSF untersucht. Die entsprechenden Werte sind mit Linien verbunden. Die Balken
kennzeichnen den Mittelwert. Statistische Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. n=15, *p<0,05, **p<0,01

Im Vergleich zwischen peripherem Blut und Knochenmark zeigte sich ein signifikant geringerer
Anteil von CD3" Zellen an den Lymphozyten im Knochenmark (38,7%) als im peripheren Blut
(75,9%) (Abbildung 10). Der Anteil der CD4* Zellen an den CD3" T-Zellen war im Knochenmark
(54,5%) signifikant geringer als im Blut (73,1%), wohingegen der Anteil an CD8* Zellen
signifikant hdher war als im Blut (31,5% vs. 18,4%).
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Abbildung 10: Anteil der CD3* T-Zellen an den Lymphozyten und Anteil der CD4* und CD8* Zellen an der CD3*T-Zell-Population
im peripheren Blut und im Knochenmark bei Patienten mit Hiift-TEP-Operation. CD3* Zellen sind als prozentualer Anteil der
Lymphozyten dargestellt (A). Der Anteil der CD4* (B) und CD8* (C) Zellen bezieht sich auf die CD3* Zellen. Es wurden gepaarte
Proben vom peripheren Blut und Knochenmark der jeweiligen Patienten untersucht. Die entsprechenden Werte sind mit Linien
verbunden. Die Balken kennzeichnen den Mittelwert. Statistische Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. n=7,
*p<0,05

Der Vergleich zeigt, dass sich durch die Behandlung mit G-CSF die Verteilung der Populationen
im peripheren Blut der Verteilung im Knochenmark anndhert. Sowohl nach G-CSF als auch im
Knochenmark waren im Vergleich zum peripheren Blut ohne Behandlung prozentual weniger
CD3* T-Zellen in den Lymphozyten vorzufinden. Das Verhéltnis von CD4* zu CD8" T-Zellen
nahm nach Behandlung mit G-CSF ab und zeigte sich auch im Knochenmark geringer als im
peripheren Blut. VVergleicht man die Kohorte der Stammzellspender mit der Kohorte der Patienten,
die eine Hift-TEP-Operation erhalten haben, so zeigt sich, dass die Expression von CD3 und CD8
im peripheren Blut vergleichbar war. Der Anteil der CD4" Zellen an den T-Zellen im peripheren

Blut der Huft-TEP-Patienten hingegen war hoher als bei den unbehandelten Stammzellspendern.

Subpopulationen

Betrachtet man die absoluten Zellzahlen der Gedachtniszellpopulationen, so kam es zu einer
signifikanten Zunahme sowohl der CD4" als auch der CD8* Gedéachtniszellen im peripheren Blut
der Stammzellspender nach der Applikation von G-CSF. Es war ein Anstieg der CD4*CD45RA"
Zellen von im Mittel 473 Zellen/ul auf im Mittel 993 Zellen/ul (2,1-fach) zu verzeichnen. Die
CD8"CD45RA" Zellen stiegen von im Mittel 153 Zellen/ul auf 446 Zellen/pl (2,9-fach).
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Abbildung 11: Absolute Zellzahlen der CD4* und CD8* CD45RA- Gedachtnis T-Zellen vor und nach Behandlung der
Stammzellspender mit G-CSF. Es wurden gepaarte Proben von den jeweiligen Stammzellspendern vor und nach G-CSF
untersucht. Die entsprechenden Werte sind mit Linien verbunden. Die Balken kennzeichnen den Mittelwert. Statistische
Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. n=15, **p<0,01

Der prozentuale Anteil der CD45RA" Zellen an den CD4* bzw. CD8" T-Zellen zeigte im Vergleich
vor und nach G-CSF eine signifikante Abnahme der CD45RA" Gedachtniszellen an den CD4" T-
Zellen von im Mittel 55,6% auf 49,8% (Abbildung 12). Der Anteil der CD8"CD45RA
Gedéchtniszellen an den CD8" T-Zellen betrug vor G-CSF 47,4% und nach G-CSF 42,6%.
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Abbildung 12: Anteil der CD45RA" Zellen an den CD4* und CD8* T-Zellen vor und nach Behandlung der Stammzellspender mit
G-CSF. Es wurden gepaarte Proben von den jeweiligen Stammzellspendern vor und nach G-CSF untersucht. Die entsprechenden
Werte sind mit Linien verbunden. Die Balken kennzeichnen den Mittelwert. Statistische Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-
Test berechnet. n=15, *p<0,05
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Im Vergleich zwischen peripherem Blut und Knochenmark zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. Der Anteil an CD45RA" Gedachtnis-T-Zellen an den CD4" T-Zellen betrug im Blut
71,6% und im Knochenmark 66,5%. Bei den CD8" Zellen zeigte sich im Blut ein Anteil von 68,6%
CD45RA" Zellen und im Knochenmark ein Anteil von 66,8% (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Anteil der CD45RA- Zellen an den CD4* und CD8* T-Zellen im peripheren Blut und im Knochenmark bei Patienten
mit Hiift-TEP-Operation. Es wurden gepaarte Proben vom peripheren Blut und Knochenmark der jeweiligen Patienten
untersucht. Die entsprechenden Werte sind mit Linien verbunden. Die Balken kennzeichnen den Mittelwert. Statistische
Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. n=8

Es wurden die CD4" und CD8* T-Zellen des Weiteren in die vier Subpopulationen Tcm, Tem, Thaive
und Temra-Zellen unterschieden (Abbildung 14). Bei den CD4" T-Zellen verénderten sich die
Anteile an Tcm, Thaiven UNd Temra T-Zellen nicht signifikant (Abbildung 14). Es kam jedoch zu
einer signifikanten Abnahme der Tem von 36,2% auf 29,1 %. Bei den CD8" T-Zellen zeigte sich
eine signifikante Zunahme der naiven T-Zellen (23,6% auf 27,2%). Der Anteil der Tcm, TEmrA

und Tem verénderte sich nicht signifikant.

35



100 A
80 1
+
<
O g0+
O
c
2 404 "
° o« o
= [
S o, mg"
20{ = ¥
o mgm
L]
.
0 T
d@

% von CD8*

1001
* vor G-CSF
80+ = nach G-CSF
* 3 L 1]
60 .. .
40- T
1. < 4 _ .
C ﬁlﬁ ...l |. .l
» i\ \'e ~
@) > \\Q‘ <
< <&

Abbildung 14: Anteil der Subpopulationen innerhalb der CD4* und CD8* T-Zellen vor und nach Behandlung der
Stammzellspender mit G-CSF. Werte der Stammzellspender vor Behandlung mit G-CSF sind als Kreise, Werte der entsprechenden

Stammzellspender nach Behandlung mit G-CSF sind als Quadrate dargestellt. Striche kennzeichnen den Mittelwert. Statistische
Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. n=12, *p<0,05, **p<0,01

Beim Vergleich zwischen peripherem Blut und Knochenmark war die Verteilung der

Subpopulationen der CD4" und CD8" T-Zellen nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Anteil der Subpopulationen innerhalb der CD4+ und CD8* T-Zellen im peripheren Blut und im Knochenmark bei
Patienten mit HUft-TEP-Operation. Werte der Zellen aus dem peripheren Blut sind als Kreise, Werte der entsprechenden

Farbungen an Knochenmarkszellen sind als Quadrate dargestellt. Striche kennzeichnen den Mittelwert. Statistische Signifikanzen
wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. n=8

36



CD45RA CCR7*CD95" (T-Gedachtnis-Stammzellen)

CD95" naive CD4" und CD8" T-Zellen werden in der Literatur als T-Ged&chtnis-Stammzellen
(engl. stem memory T cells, Tscm) beschrieben und diesen Zellen stammzelldhnliche
Charakteristika zugeordnet [14, 15]. Um die Frage zu beantworten, ob diese Zellen durch G-CSF
vermehrt mobilisiert werden, wurden durchflusszytometrische Untersuchungen zu dieser
Population durchgefuhrt. Dabei zeigte sich prozentual keine signifikante Veradnderung bei den
CD4* und CD8* T-Zellen im peripheren Blut durch Behandlung mit G-CSF (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Anteil der CD45RA-CCR7*CD95* (Tscm) Zellen an den CD4* bzw. CD8* Zellen vor und nach Behandlung der
Stammzellspender mit G-CSF. Es wurden gepaarte Proben von den jeweiligen Stammzellspendern vor und nach G-CSF
untersucht. Die entsprechenden Werte sind mit Linien verbunden. Die Balken kennzeichnen den Mittelwert. Statistische
Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. n=10

Beim Vergleich zwischen peripherem Blut und Knochenmark zeigen sich ebenfalls keine
signifikanten Verdnderungen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Anteil der CD45RA"CCR7*CD95* (Tscm) Zellen an den CD4* bzw. CD8* Zellen im peripheren Blut und im
Knochenmark bei Patienten mit Hiift-TEP-Operation. Es wurden gepaarte Proben vom peripheren Blut und Knochenmark der
jeweiligen Patienten untersucht. Die entsprechenden Werte sind mit Linien verbunden. Die Balken kennzeichnen den Mittelwert.
Statistische Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. n=6

3.2.2 Apoptoseneigung der Gedachtnis-T-Zellen

Um zu untersuchen, ob die Gedachtnis-T-Zellen der Stammzellspender sich in ihrer Viabilitat nach
der Behandlung mit G-CSF verdndern, wurden die Zellen mit Annexin-V (Ann.-V) und
Propidiumiodid (PI) markiert und im Anschluss durchflusszytometrisch gemessen. Mithilfe dieser
Untersuchung kénnen Zellen in Annexin-V-PI" lebende Zellen, Annexin-V* PI" friih-apoptotische
Zellen, Annexin-V* PI* spat-apoptotische und Annexin-V- PI* nekrotische Zellen unterschieden

werden.

Das Prinzip der Annexin-V und Propidiumiodid-Farbung beruht auf der Tatsache, dass es bei
Zellen im frih-apoptotischen Stadium zu einer Translokation von Phosphatidylserin auf die
AuRenseite der Membran kommt. Die Translokation fuhrt in vivo dazu, dass Makrophagen das
Phospatidylserin erkennen und die entsprechenden Zellen phagozytieren, bevor es zur Nekrose
kommt und zelluldre Proteasen abgegeben werden, die zu Entziindungsreaktionen fiihren. In vitro
wird dieser Mechanismus genutzt um die Apoptoseneigung der Zellen zu bestimmen. Annexin-V
ist ein Ca?"-abhiangiges Protein, welches Phospholipide bindet und eine hohe Affinitat fir
Phosphatidylserin aufweist. Damit zeigt die Farbung den Anteil an friih-apoptotischen Zellen an.
Durch die PI-Farbung werden diese von spat-apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen

unterschieden. Da im nekrotischen Stadium ein Verlust der Zellmembran-Integritat vorliegt, kann
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der DNA-Farbstoff Pl die Membran passieren und es kommt zu einer Farbung der nekrotischen
Zellen.[91]

Bei der Untersuchung der CD4* und CD8" CD45RA" Gedachtnis-T-Zellen zeigte sich eine
signifikante Zunahme des Anteils an Ann.V- PI" lebenden Zellen innerhalb der CD4" und CD8"
Gedéachtnis-T-Zellen nach Applikation von G-CSF (Abbildung 18). So kam es bei den CD4" T-
Zellen zu einer Zunahme von 78% auf 93%. Bei den CD8* T-Zellen kam es zu einer Zunahme von
70,9% auf 91,2%. Entsprechend kam es zu einer signifikanten Abnahme des Anteils an Ann.V*
PI" frih-apoptotischen Zellen. Der Anteil an Ann.V* PI" spét-apoptotischen und an Ann.V- PI*
nekrotischen Zellen zeigte sich sowohl vor als auch nach Applikation von G-CSF vernachléssigbar
gering.
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Abbildung 18: Anteil der lebenden, frith-apoptotischen, spat-apoptotischen und nekrotischen Zellen innerhalb der CD4* und
CD8* Geddachtniszellen vor und nach Behandlung der Stammzellspender mit G-CSF. Die Abbildung zeigt die Aufteilung der CD4*
und CD8* CD45RA- Geddachtniszellen in die vier Populationen der lebenden (Ann.V- PI), friih-apoptotischen (Ann.V* PI), spat-
apoptotischen (Ann.V* PI*), und nekrotischen (Ann.V- PI*) Zellen. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM.
Statistische Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. n=9, *p<0,05, **p<0,01
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Im Vergleich zwischen peripherem Blut und Knochenmark zeigte sich ein &hnliches Bild
(Abbildung 19). So ist der Anteil an Ann.V- PI- lebenden Zellen im Knochenmark deutlich hoher
als im peripheren Blut. Signifikanzen wurden hier aufgrund der geringen Anzahl untersuchter
Proben nicht erreicht (p=0,0625 bei den CD4" und bei den CD8" Gedéachtniszellen)
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Abbildung 19: : Anteil der lebenden, friih-apoptotischen, spat-apoptotischen und nekrotischen Zellen innerhalb der CD4* und
CD8* Gedachtniszellen Zellen im peripheren Blut und im Knochenmark bei Patienten mit Hiift-TEP-Operation. Die Abbildung
zeigt die Aufteilung der CD4* und CD8* CD45RA- Gedachtniszellen in die vier Populationen der lebenden (Ann.V- PI7), frih-
apoptotischen (Ann.V*Pl-), spat-apoptotischen (Ann.V* PI*), und nekrotischen (Ann.V-PI*) Zellen im Knochenmark und peripheren
Blut. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM. n=4

3.2.3 Proliferationsverhalten der Gedachtnis-T-Zellen

Zur Untersuchung des Einflusses von G-CSF auf das Proliferationsverhalten der
Gedachtniszellpopulationen wurde ein Antikdrper gegen das Protein Ki67 verwendet. Ki67
befindet sich wéhrend der GO Phase des Zellzyklus im Zellkern und wird wéhrend der aktiven
Phasen des Zellzyklus auf die Oberflache der Chromosomen verlagert. Daher eignet es sich zur
Bestimmung der Wachstumsfraktion einer Zellpopulation. [92]

In Abbildung 20 ist der Anteil der Ki67-positiven CD4" und CD8* CD45RA™ Gedéchtnis-T-Zellen
dargestellt. Es zeigte sich insgesamt eine geringe Expression von Ki67, die nach G-CSF-Gabe fir
CD4* und CD8* Gedéachtnis-T-Zellen abnahm, die Unterschiede zeigten jedoch keine
Signifikanzen.
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Abbildung 20: Anteil der Ki67-Expression innerhalb der CD4+ und CD8* Gedachtnis-T-Zellen vor und nach Behandlung der
Stammzellspender mit G-CSF. Es wurden gepaarte Proben von den jeweiligen Stammzellspendern vor und nach G-CSF
untersucht. Die entsprechenden Werte sind mit Linien verbunden. Die Balken kennzeichnen den Mittelwert. Statistische
Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. n=5

Die Expression von HLA-DR (humanes Leukozytenantigen DR) auf CD8* T-Zellen korreliert mit
der Proliferation dieser Zellen und kann daher &hnlich wie Ki67 als Aktivierungs- bzw.
Proliferationsmarker genutzt werden [93]. Bei der Untersuchung dieses Markers bestatigen sich
die Ergebnisse aus der Untersuchungen mit Ki67 (Abbildung 21). So zeigt sich keine erhohte
Aktivierung bzw. Proliferation nach Behandlung mit G-CSF auf den CD4" und CD8* Gedéachtnis-
T-Zellen.
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Abbildung 21: Anteil der HLA-DR-Expression innerhalb der CD4* und CD8* Gedachtnis-T-Zellen vor und nach Behandlung der
Stammzellspender mit G-CSF. Es wurden gepaarte Proben von den jeweiligen Stammzellspendern vor und nach G-CSF
untersucht. Die entsprechenden Werte sind mit Linien verbunden. Die Balken kennzeichnen den Mittelwert. Statistische
Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. n=5
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3.2.4 Gewebemarker und Homing-Molekule auf Gedachtnis-T-Zellen

Gewebemarker auf Gedachtniszellen vor und nach G-CSF

Um zu untersuchen, ob gewebestandige Gedachtniszellen durch G-CSF in das periphere Blut
mobilisiert werden, wurde die Expression ausgewahlter Gewebemarker und Homing-Molekile auf
den Gedéachtniszellen im peripheren Blut von Stammzellspendern vor und nach Applikation von
G-CSF untersucht. Abbildung 22 zeigt eine Ubersicht Gber die Expression der Marker auf den
CD4" und CD8" Gedéachtnis-T-Zellen vor und nach Behandlung der Stammzellspender mit G-
CSF.
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Abbildung 22: Anteil der Gewebemarker-exprimierenden Zellen an den CD4* und CD8* Gedachtnis-T-Zellen vor und nach
Behandlung der Stammzellspender mit G-CSF. Dargestellt ist die Markerexpression von CD69 (n=15), CD103 (n=11), asp7-Integrin
(n=15), CLA (n=14), CCR10 (n=7), CCR6 (n=6), CXCR3 (n=6), CRTH2 (n=10) auf CD4*CD45RA" (links) und CD8*CD45RA" (rechts)
Geddachtnis T-Zellen vor (schwarze Balken) und nach (graue Balken) G-CSF Behandlung. Striche und Balken kennzeichnen den
Mittelwert +/- SEM. Statistische Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet und sind gekennzeichnet *p<0,05;
#%p<0,01.

Die Untersuchung der Gewebemarker vor und nach Behandlung der Stammzellspender mit G-
CSF zeigte eine signifikante Abnahme der Marker asf37-Integrin (Homing-Molekdl fir den Darm)
und CLA (Homing-Molekiil fiir die Haut) sowohl auf den CD4" als auch auf den CD8* Gedachtnis-
T-Zellen. Die Expression von asB7 fiel nach G-CSF von 17,7% auf 14,6% bei den CD4* und von
32,2% auf 27,9% bei den CD8+ Gedachtnis-T-Zellen. Die Expression von CLA sank bei den CD4*
T-Zellen von 16,6% auf 7,9% und bei den CD8" T-Zellen von 12,3% auf 6,2%. Eine deutliche
Abnahme der Expression fand sich zudem bei den Markern CCR6 und CXCR3. Eine leichte
Zunahme in der Expression lie3 sich bei den Markern CD69 und CD103 verzeichnen. So stieg die

CD103-Expression signifikant von 0,9% auf 1,7% bei den CD4" Gedachtnis-T-Zellen, bei den
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CD8" Gedachtnis-T-Zellen nahm die CD69-Expression signifikant von 2,2% auf 4,9% zu. Die
Expression von CCR10 und CRTH2 zeigten keine signifikanten Unterschiede.

Gewebemarker auf Gedachtniszellen im Knochenmark und peripherem Blut
Abbildung 23 zeigt die Expression der Gewebemarker und Homing-Molekile vergleichend im

peripheren Blut (PB) und im Knochenmark (KM). Hier zeigte sich eine deutlich hdhere Expression
von CD69 im Knochenmark als im peripheren Blut sowohl bei den CD4" (1% im PB vs. 23,6%
im KM) als auch bei den CD8" Gedachtnis-T-Zellen (2,9% im PB vs. 52,4% im KM). Die
Expression von CD103 war im Knochenmark im Vergleich zum peripheren Blut bei den CD8"
Gedachtnis-T-Zellen signifikant erhoht (3,2% im KM vs. 1,5% im PB). Im Gegensatz zu CD69
und CD103 lieR sich bei den Markern asf7-Integrin, CLA, CCR10, CCR6 und CXCR3 eine
geringere Expression im Knochenmark als im peripheren Blut beobachten. Signifikante
Unterschiede zeigte dabei die Expression von CLA. Diese betrug im Mittel 16,5 bzw. 11,6% auf
den CD4" bzw. CD8" Gedachtnis-T-Zellen im peripheren Blut und nur 4,9% (CD4+) bzw. 1,7 %
(CD8+) im Knochenmark. Die Expression von CRTH2 auf den Gedachtnis-T-Zellen im
peripheren Blut und im Knochenmark war auch in der Kohorte der Patienten, bei denen eine Huft-
Operation durchgefiihrt wurde, gering und zeigte zwischen Gedachtnis-T-Zellen in Blut und
Knochenmark keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 23: Anteil der Gewebemarker-exprimierenden Zellen innerhalb der CD4* und CD8* Gedachtnis-T-Zellen im
peripherem Blut und Knochenmark bei Patienten mit Hiift-TEP-Operation. PBMC aus dem Blut und BMMC aus dem
Knochenmark von Patienten, bei denen eine Hiftkopf-TEP implantiert wurde, wurden isoliert und durchflusszytrometrisch
untersucht. Dargestellt ist die Markerexpression von CD69 (n=7), CD103 (n=7), a4B7-Integrin (n=5), CLA (n=7), CCR10 (n=5), CCR6
(n=5), CXCR3 (n=5) und CRTH2 (n=7) auf den CD4* CD45RA- (links) und CD8* CD45RA- (rechts) Gedachtnis-T-Zellen aus Blut
(schwarze Balken) und Knochenmark (graue Balken). Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM. Statistische
Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. *p<0.05

43



Vergleicht man die Verteilung der Expression der Marker vor und nach G-CSF sowie im
peripheren Blut und im Knochenmark miteinander, so zeigt sich, dass die Expression der Marker
im peripheren Blut nach Behandlung mit G-CSF der Expression der Marker im Knochenmark
ahnlicher wird. Eine Ausnahme bildet CD69.

Absolute Gedachtniszellzahlen und ihre Markerexpression im peripheren Blut
Aus den zuvor dargestellten absoluten Zellzahlen der Gedéchtniszellen (Abbildung 11) lassen sich

uber die prozentuale Verteilung der Marker-spezifischen Populationen die entsprechenden
absoluten Zellzahlen der Geddachtniszell-Subpopulationen errechnen (Abbildung 24). Sowohl bei
den CD4" als auch auf den CD8" Gedachtnis-T-Zellen stieg die Anzahl der CD69*, CD103", auf7-
Integrin®, CCR10" und CRTH2* T-Zellen signifikant an. Die Anzahl an CLA" T-Zellen veranderte
sich nicht signifikant nach Behandlung mir G-CSF. Die Anzahl der CCR6" und CXCR3"

Gedachtnis-T-Zellen zeigten keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 24: Absolute Zellzahl der Gewebemarker-expremierenden CD4* und CD8* Gedachtnis T-Zellen vor und nach
Behandlung der Stammzellspender mit G-CSF. Bei gesunden Stammzellspendern wurden PBMC vor und nach Behandlung mit
G-CSF isoliert und durchflusszytrometrisch untersucht. Die absoluten Zahlen der Lymphozyten wurden mit Hilfe eines
Differentialblutbildes ermittelt und fur die Berechnung der absoluten Zahlen der Subpopulationen zugrunde gelegt. Die
Berechnung erfolgte lGber die prozentualen Anteile der jeweiligen Subpopulationen an den Lymphozyten. Dargestellt ist die
Markerexpression von CD69 (n=15), CD103 (n=11), alphadbeta7 (n=15), CLA (n=14), CCR10 (n=7), CCR6 (n=6), CXCR3 (n=6), CRTH2
(n=10) auf CD4* (links) und CD8* (rechts) CD45RA" Gedachtnis T-Zellen vor (schwarze Balken) und nach (graue Balken) G-CSF
Behandlung. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM. Statistische Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon- Test
berechnet. *p<0.05; **p<0.01
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3.2.5 a-Defensin-Expression der Gedachtnis-T-Zellen

a-Defensin 1-3 (DEFAL1-3) wurde von der Arbeitsgruppe als potentieller Marker fur Gedachtnis-
T-Zellen aus dem Knochenmark identifiziert (Publikation eingereicht). In vergleichenden
intrazellularen Farbungen zwischen Knochenmark und peripherem Blut konnte eine signifikant
hohere DEFAZ1-3-Expression im Knochenmark gezeigt werden. Aufbauend auf diesen
Ergebnissen wurden in dieser Arbeit vergleichende Analysen zur a-Defensin-Expression vor und
nach Behandlung mit G-CSF durchgefiihrt. Da sich im Gegensatz zu den Farbungen im
Knochenmark im peripheren Blut keine deutliche Abgrenzung zwischen a-Defensin-positiven und
-negativen Populationen vornehmen lieB, wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI)
ausgewertet. Die MFI ist ein MaR flr die Menge gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes pro Zelle und
zeigt damit die Rezeptordichte an. Dabei zeigte sich sowohl bei den CD4" als auch bei den CD8"
Gedachtniszellen ein Anstieg der DEFA1-3-Expression nach Behandlung mit G-CSF (Abbildung
25). Bei den CD4" Zellen zeigte sich ein signifikanter MFI-Anstieg von 2025 vor G-CSF auf 4512
nach G-CSF. Bei den CD8" Gedéachtniszellen zeigte sich ein Anstieg von 1591 auf 4454,
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Abbildung 25: Defa-Expression in den CD4* und CD8* Gedachtnis-T-Zellen vor und nach G-CSF Behandlung. Dargestellt ist die
DEFA1-3-Expression auf den CD4* und CD8* Gedachtnis-T-Zellen vor und nach Behandlung der Stammzellspender mit G-CSF. Es
wurden gepaarte Proben von den jeweiligen Stammzellspendern vor und nach G-CSF untersucht. Die entsprechenden Werte sind
mit Linien verbunden. Die Balken kennzeichnen den Mittelwert. Statistische Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test
berechnet. n=8, *p<0.05; **p<0.01

In den vergleichenden Analysen zwischen peripherem Blut und Knochenmark hatten sich in den
Untersuchungen der Arbeitsgruppe signifikante Unterschiede in der Konzentration der DEFAL
und DEFA3 cDNA in Mikrovesikeln gezeigt. Daraus ergab sich die Hypothese, dass a-Defensine

von Gedachtniszellen im Knochenmark-Milieu aufgenommen werden. Aufbauend auf diesen
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Ergebnissen und den Unterschieden, die sich in den intrazellularen Farbungen gezeigt hatten,
untersuchten wir die Konzentration der DEFA1 und DEFA3 cDNA in Mikrovesikeln vor und nach
G-CSF. Mikrovesikel wurden dazu wie oben angegeben vor und nach G-CSF aus dem Serum
isoliert und die DEFA1l und DEFA3 cDNA Expression gemessen. Zur Erstellung von
Standardkurven fir die Quantifizierung der cDNA-Werte wurde eine Verdlnnungsreihe mit
cDNA aus erylysiertem und CD19*-depletiertem Vollblut verwendet. Es zeigte sich dabei auch
nach Verwendung dieser Standardkurven ein Anstieg der DEFAl und DEFA3 cDNA-
Konzentrationen nach G-CSF und damit eine hohe Ratio ,vor G-CSF*“ zu ,nach G-CSF*
(Abbildung 26 und 27).
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Abbildung 26: Ratio der DEFA1 und DEFA3 cDNA Konzentration vor G-CSF/nach G-CSF. Der dunkelgraue Balken zeigt die Ration
vor G-CSF/nach G-CSF von DEFA1, der hellgraue die von DEFA3. Die Ratio ist logarithmisch dargestellt und wurde mit Hilfe der
Kurve aus Abbildung 27 normalisiert. Striche und Balken kennzeichnen die mittlere logarithmische Ratio +/- SEM.
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Abbildung 27: Standardkurven fiir die Normalisierung der cDNA Konzentration. Dargestellt ist der C-Wert gegen die bindre
logarithmische Konzentration von DEFA1 bzw. DEFA3. Der Zyklus, in dem sich das spezifische Fluoreszenzsignal aus dem
Hintergrundsignal hervorhebt, wird als der Zyklus-Schwellenwert (engl. cycle threshold, C;) bezeichnet. Je niedriger der Ct-Wert,
desto hoher ist das Expressionsniveau des Zielgens in der Probe. [94]
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3.2.6 G-CSF-Rezeptor-Expression auf Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten

Es stellt sich die Frage, ob die beobachteten Verédnderungen durch G-CSF durch einen direkten
Effekt des Wirkstoffes auf die Gedachtnis-T-Zellen zustande kommen kann. Wie in der Einleitung
angesprochen, gibt es unterschiedliche Meinungen in der Literatur. In dieser Arbeit wurde
untersucht, ob der G-CSF-Rezeptor CD114 auf den Gedachtnis-T-Zellen exprimiert ist und damit
ein direkter Effekt mdglich ist. Es wurde dazu erylysiertes peripheres Blut eines G-CSF
mobilisierten Stammzellspenders untersucht. Als Positivkontrolle wurde die Expression von
CD114 auf den Granulozyten bzw. Monozyten genutzt. Dabei zeigte sich eine Expression von
CD114 auf den Granulozyten und auf den Monozyten, jedoch nicht auf den Lymphozyten im
Vergleich zur Isotyp-Kontrolle (Abbildung 28 und 29).

Abbildung 28: Durchflusszytometrische Identifizierung von Granulozyten-, Monozyten- und Lymphozyten bei einem
Stammzellspeder nach Behandlung mit G-CSF.
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Abbildung 29: CD114-Expression (G-CSF Rezeptor) auf den Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten sowie CD4+ und CD8*

CD45RA- Gedachtniszellen. Die blaue Kurve zeigt die Expression von CD114, die rote Kurve zeigt die entsprechende
Isotypenkontrolle.

3.3 Ergebnisse Stammzellempfanger
3.3.1 Stammzellempfanger — Klinischer Verlauf

Im Folgenden soll der klinische Verlauf der untersuchten Stammzellempfénger zusammengefasst
werden (Tabelle 9). Die Auswertung erfolgte auf Grundlage der retrospektiven Auswertung von
Krankenakten.

Zwei Patientinnen (Patientin Nr. 5 und Patientin Nr. 8) verstarben im Verlauf nach
Transplantation. Sie litten unter einem Myelom IgG Lambda bzw. einem refraktarem DLBCL.
Patientin Nr. 5 verstarb an Tag +32 aufgrund eines Multiorganversagens bei septischem Schock.
Es bestand eine Aspergillen Pneumonie mit ausgeprégten Embolien cerebral, enteral, renal und in
der Milz. Zudem bestand eine schwere Mukositis, Vorhofflimmern, eine hepatische
Enzephalopathie und ein akutes Nierenversagen. Patientin Nr. 8 erlitt eine Progression des
DLBCLs und verstarb an Tag +22 nach Transplantation.
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GvHD

Bei den Patienten 2, 6 und 10 entwickelte sich im Verlauf nach Transplantation eine akute GvHD
der Haut. Diese trat bei Patientin 2 an Tag +27 nach allo-HSZT auf und bestand in einem auf das
Dekolleté begrenzten makulo-papuldsen Exanthem. Zu den Zeitpunkten +15 und +30 lag die CLA
Expression bei den CD4" Zellen zwischen 5-9% und bei den CD8" Zellen <1%. An Tag +32 zeigte
sich der Befund nach Behandlung mit Methylprednisolon-haltiger Creme riicklaufig. Bei Patientin
Nr. 6 trat eine akute GvHD Grad 1 der Haut an Tag +22 in Form eines feinfleckigen Exanthems
am Dekolleté und Bauch auf. Die Untersuchungen an Tag +15 und +30 zeigten erneut eine CLA-
Expression in den CD4" Gedachtniszellen, jedoch eine nur sehr geringe Expression in den CD8"
Zellen. Es fallt auf, dass die CLA Expression bei den Patienten, die eine aGvHD der Haut
entwickelt haben nicht wie in anderen Studien beschrieben, erhdht war, sondern, dass insbesondere
bei den CD8" Gedachtniszellen eine auffallend niedrige CLA-Expression von < 1% zu finden war.
Ein moglicher Erklarungsansatz ware, dass die CLA™ Zellen in die Haut migrieren, dort eine
GVHD auslésen und daher im peripheren Blut ein geringerer Anteil an CLA-exprimierenden

Zellen nachweisbar ist.

Eine GvHD des Darms trat bei keiner der untersuchten Patienten auf. Obwohl die Expression von
asf7-Integrin bei einigen Patienten hoch war, traten keine Anzeichen einer akuten GvHD des

Darms auf.

Infektionen

Bei Patient Nr. 3 entwickelte sich an Tag +17 eine atypische Pneumonie, Patientin Nr. 4
entwickelte an Tag + 4 Fieber bei V.a. Soor Osophagitis. Bei Patientin Nr. 7 trat an Tag +26 Fieber
auf, Patient Nr. 10 entwickelte an Tag +17 Fieber. Ein Erregernachweis gelang bei keinem der
Patienten. Patientin Nr. 5 starb im Verlauf nach Transplantation unter anderem an einer
Aspergillen Pneumonie. Bei Patientin Nr. 8 konnte an Tag +9 bei Fieber CMV in der PCR

nachgewiesen werden. Die Patientin verstarb im Verlauf am Progress der Krankheit.

Rezidive

Bei Patient Nr. 3 entwickelte sich nach Ende des Beobachtungszeitraums dieser Studie nach ca. 4-
5 Monaten ein Transplantationsversagen mit Abfall des Spender-Chimarismus und nachfolgender
Infusion von Spenderlymphozyten sowie erneuter allogener Stammzelltransplantation von einem

Fremdspender. Bei diesem Patienten wurden initial aufgrund der schwachen Mobilisierung beim
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Spender nur 0,9x10° CD34" Zellen/ kgkG des Empfangers lbertragen. Es wird angestrebt 5x10°
CD34" Zellen/ kgKG des Empféangers zu transplantieren.

In die Auswertung der T-Zell Verlaufe eingegangen sind die Daten der Patienten 2,3,4,6,7 und 9.
Nicht ausgewertet werden konnten die experimentellen Ergebnisse der Patientinnen Nr. 5 und Nr.
8. Bei beiden Patientinnen war die Anzahl der Lymphozyten zu den angestrebten Zeitpunkten nicht
ausreichend, um auswertbare Ergebnisse zu erhalten. Beide Patientinnen starben im Verlauf nach
der Transplantation. Bei Patientin Nr. 1 stellte sich an den untersuchten Zeitpunkten von Tag +7
bis +29 keine abgrenzbare CD3" T-Zell-Population dar. Der Anteil der CD3" Zellen an den
Lymphozyten betrug bis Tag +30 <1%. Erst zu den Zeitpunkten Tag +71 und Tag +160 zeigte sich
ein deutlich héherer Anteil an T-Zell-Populationen. Bei dieser Patientin fiel interessanterweise
auf, dass der Anteil an CD19" B-Zellen inshbesondere zu den frilhen Zeitpunkten hoch war.
Auffallig hoch war auch der Anteil an CD19" Zellen bei der entsprechenden Spenderin nach G-
CSF. Aufgrund des geringen Anteils an T-Zellen war eine aussagekréaftige Auswertung der T-Zell
Subpopulationen zu den frilhen Zeitpunkten nach Transplantation nicht moglich. An Tag +167
nach Transplantation wurden steigende Leberwerte festgestellt und der Verdacht auf eine Leber-
GVHD gestellt. Bei Patient Nr. 10 zeigte sich ein im Vergleich zu den anderen Patienten geringer
Anteil an CD45RA" Gedéchtnis-T-Zellen im Verlauf nach Transplantation. Eine aussagekréftige
Auswertung der Markerexpression auf den Gedachtniszellen ist aufgrund der geringen Zellzahl

nicht mdglich gewesen.

Tabelle 9: Zusammenfassung der nach Transplantation aufgetretenen Komplikationen bei den Stammzellempfdngern

Patient | Infekte GvHD Progress/Rezidiv
1 Tag +150: Hordeolum am Tag +167: Anstieg der -
rechten und linken Auge Leberwerte; Verdacht auf
Leber GvHD
2 Tag +160: Pneumonie mit Tag +27: Beginnendes -
Parainfluenza-Nachweis Exanthem, sehr

umschriebene makulo-
papulése GvHD der Haut auf
das Dekolleté beschrankt
Tag +32: Hautbefund
regredient unter Adavantan-
creme (Methylprednisolon)

3 Tag +17: Fieber in der - Ab Tag +100:
Neutropenie, atypische Chimérismusabfall, 2-malige
Pneumonie ohne Donorlymphozyteninfusion
Erregernachweis sowie im Verlauf

Retransplantation nach
Transplantationsversagen
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4 Tag +4: Fieber bei Verdacht | - -
auf Soor-Osophagitis, kein
Erregernachweis

5 Tag +32: Exitus letalis; - -
Aspergillen-Pneumonie mit
septischem Schock,
Multiorganversagen und
ausgepragten septischen

Embolien
6 - Tag +22: Feinfleckiges -
Exanthem am Dekolleté und
Bauch. Eine Stanzbiopsie der
Haut bestatigte den Verdacht
auf eine GvHD der Haut
Grad 1. Unter lokaler steroid-
haltiger Therapie war der
Hautbefund regredient.
7 Tag +26: Fieber ohne Erre- - -
gernachweis
8 Tag +9: Nachweis von CMV | - Tag +22: Exitus letalis; Pro-
in der PCR und Einleitung gress der Grunderkrankung
der antiviralen Therapie mit
Ganciclovir

Tag +15: Fieber ohne Erre-
gernachweis, Eskalation der
antibiotischen Therapie mit
Meronem

10 Tag +17: Fieber ohne Erre- GvHD der Haut -
gernachweis. Therapie mit
Piperacillin/Tazobactam.

3.3.2 Stammzellempfanger — Experimentelle Ergebnisse

Im Folgenden sind die Ergebnisse der gepaarten Proben von Stammzellspendern und
Stammzellempfangern dargestellt. Im linken Teil der Grafiken sind jeweils die Ergebnisse der
Spender (hellblaue Balken) vor Mobilisierung (v.M.) und nach der Mobilisierung mit G-CSF
(n.M.) dargestellt. Im rechten Teil finden sich die Ergebnisse der dazugehdrigen
Stammzellempfanger (dunkelblaue Balken) im Verlauf nach der Transplantation. Bei den
Ergebnissen der Stammzellspender sind im Gegensatz zu den Abbildungen in Abschnitt 3.2.2 nur
die Spender dargestellt, deren entsprechende Empféanger untersucht werden konnten. Es wurden
verschiedene Zeitpunkte nach Transplantation untersucht. Es ist jeweils der mittlere Zeitpunkt der
Probensammlung angegeben. Die tatsdchliche Probensammlung erfolgte an den Tagen 7 +/-1, 15
+/-1, 30 +/-5, 60 +/- 20 und 110 +/-10 nach der Transplantation.
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3.3.2.1 T-Zell-Populationen und Subpopulationen

T-Zell-Populationen

Zunachst erfolgte analog zu der Betrachtung der Stammzellspender die Verlaufsanalyse der CD3*
sowie der CD4" und CD8" T-Zellfrequenzen. Zudem betrachteten wir die Verteilung der
Subpopulationen innerhalb der CD4" T-Helfer und CD8" zytotoxischen T-Zellen. Dabei wurde
zum einen der Verlauf der gesamten CD45RA"™ Gedachtnis-T-Zellen betrachtet und zum anderen

die Aufteilung in die vier Subpopulationen der Tcwm, Tnaiven, TEMRA UNd Tem Zellen vorgenommen.

Es zeigte sich, dass der Anteil der CD3" T-Zellen an den Lymphozyten beim Stammzellspender
einhergehend mit den oben dargestellten Ergebnissen nach Behandlung mit G-CSF abnahm
(Abbildung 30). Im Stammzellempfanger zeigte sich an Tag +7 zunéchst ein &hnlicher Anteil an
CD3* T-Zellen (66,2%) wie beim Spender nach Mobilisation (63,7%). Bis Tag +30 fiel der Anteil
ab (35,8%) und stieg dann an den Tagen +60 (45,4%) und +110 (56,5%) wieder an. Die CD3"
Zellzahl war nach der Spende im Transplantatempfanger erwartungsgeman gering (58 Zellen/ul)
und stieg tber 155 Zellen/pl an Tag 30 auf 959 Zellen/ul an Tag +60. An den Tagen +60 und +110
nach Transplantation schwankten die Werte interindividuell sehr stark. Die CD3" Zellzahl blieb
auch an Tag +110 nach Transplantation im Mittel deutlich unter der Zahl beim gesunden Spender
vor G-CSF.
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Abbildung 30: Prozentualer und absoluter Verlauf der CD3*T-Zellen bei den Stammzellspendern vor und nach G-CSF und bei
den Empfangern im Verlauf nach der Transplantation. Werte der Stammzellspender vor (v.M.) und nach Mobilisierung (n.M.)
mit G-CSF sind als hellblaue Balken, Werte der entsprechenden Stammzellempfanger sind als dunkelblaue Balken dargestellt. Die
Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation untersucht. Striche und Balken kennzeichnen
den Mittelwert +/- SEM. v.M. (n=6), n.M. (n=6), Tag +7 (n=6), Tag +15 (n=6), Tag +30 (n=6), Tag +60 (n=5), Tag +110 (n=5).

Wird der Anteil an CD4" und CD8" T-Zellen innerhalb der CD3" T-Zellen betrachtet, so zeigt sich

einhergehend mit den oben dargestellten Ergebnissen ein Abfall des Anteils an CD4" Zellen
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zugunsten eines Anstiegs der CD8" Zellen bei den Stammzellspendern. Bei den
Stammzellempféangern zeigten sich ein deutlich erhdhter Anteil an CD8" T-Zellen und ein deutlich
verminderter Anteil an CD4" T-Zellen im gesamten Verlauf nach Transplantation bis Tag 110
(Abbildung 31). Am starksten ausgepragt war die Differenz zwischen dem Anteil an CD4" und
CD8" T-Zellen an Tag +60 mit 23,5% CD4" T-Zellen und 65,8% CD8"* T-Zellen.

Die absoluten Zellzahlen stiegen im Verlauf nach Transplantation an (Abbildung 32). Dabei blieb
die Anzahl der CD4" T-Zellen auch bis Tag +110 mit 130 Zellen/ul auf einem sehr niedrigen
Niveau. Die CD8" Zellen stiegen an Tag +60 auf 752/ul und fielen dann leicht auf 615 Zellen/ul
an Tag +110.
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Abbildung 31: Anteil der CD4* und CD8* Zellen innerhalb der CD3* T-Zellen bei den Stammzellspendern vor und nach G-CSF und
bei den Empfangern im Verlauf nach der Transplantation. Werte der Stammzellspender vor (v.M.) und nach Mobilisierung
(n.M.) mit G-CSF sind als hellblaue Balken, Werte der entsprechenden Stammzellempfanger sind als dunkelblaue Balken
dargestellt. Die Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation untersucht. Striche und Balken
kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM. v.M. (n=6), n.M. (n=6), Tag +7 (n=6), Tag +15 (n=6), Tag +30 (n=6), Tag +60 (n=5), Tag +110
(n=5).
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Abbildung 32: Anzahl der CD4* und CD8* T-Zellen bei den Stammzellspendern vor und nach G-CSF und bei den Empfangern im
Verlauf nach der Transplantation. Werte der Stammzellspender vor (v.M.) und nach Mobilisierung (n.M.) mit G-CSF sind als
hellblaue Balken, Werte der entsprechenden Stammzellempfanger sind als dunkelblaue Balken dargestellt. Die Proben wurden
im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation untersucht. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert
+/- SEM. v.M. (n=6), n.M. (n=6), Tag +7 (n=6), Tag +15 (n=6), Tag +30 (n=6), Tag +60 (n=5), Tag +110 (n=5).
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Gedachtniszellpopulationen

Des Weiteren wurde der Anteil der CD45RA™ Gedachtnis-T-Zellen an den CD4" und CD8" T-
Zellen bestimmt (Abbildung 33). Dabei zeigten sich bei den Spendern, wie unter Abschnitt 3.2.1
beschrieben, keine deutlichen Unterschiede vor und nach Behandlung mit G-CSF. Es zeigte sich
jedoch bei den CD4" T-Zellen ein deutlich erhéhter Anteil an CD45RA™ Gedachtnis-T-Zellen im
Verlauf nach der Transplantation im Vergleich zu dem Anteil der Gedachtnis-T-Zellen beim
Spender vor und nach G-CSF Behandlung. Der Anteil an CD45RA" Zellen nahm zudem bis Tag
+110 nach Transplantation zu. Bei den CD8* T-Zellen hingegen konnten keine deutlichen
Unterschiede im Verlauf nach der Transplantation im Vergleich zum Stammzellspender gezeigt

werden.
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Abbildung 33: Anteil der CD45RA- Zellen an den CD4* und CD8* T-Zellen bei den Stammzellspendern vor und nach G-CSF und
bei den Empfangern im Verlauf nach der Transplantation. Werte der Stammzellspender vor (v.M.) und nach Mobilisierung (n.M.)
mit G-CSF sind als hellblaue Balken, Werte der entsprechenden Stammzellempfanger sind als dunkelblaue Balken dargestellt. Die
Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation untersucht. Striche und Balken kennzeichnen
den Mittelwert +/- SEM. v.M. (n=6), n.M. (n=6), Tag +7 (n=6), Tag +15 (n=6), Tag +30 (n=6), Tag +60 (n=5), Tag +110 (n=5).
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Abbildung 34: Anzahl der CD4* und CD8* Gedachtnis-T-Zellen bei den Stammzellspendern vor und nach G-CSF und bei den
Empfangern im Verlauf nach der Transplantation. Werte der Stammzellspender vor (v.M.) und nach Mobilisierung (n.M.) mit G-
CSF sind als hellblaue Balken, Werte der entsprechenden Stammzellempfanger sind als dunkelblaue Balken dargestellt. Die
Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation untersucht. Striche und Balken kennzeichnen
den Mittelwert +/- SEM. v.M. (n=6), n.M. (n=6), Tag +7 (n=6), Tag +15 (n=6), Tag +30 (n=6), Tag +60 (n=5), Tag +110 (n=5).

Die Betrachtung der einzelnen Subpopulationen im Stammzellempfanger im Verlauf nach der
Transplantation zeigte bei den CD4" Zellen einen deutlichen Trend. Es werden an dieser Stelle die
Patienten, welche ATG erhielten zusammengefasst und die Patientin, welche kein ATG erhielt,
gesondert betrachtet. Wie in Abbildung 35 dargestellt, war der Anteil der Tem Zellen bei der
Patientengruppe mit ATG bereits an Tag +7 nach Transplantation deutlich hoher als der Mittelwert
der Stammzellspender nach Behandlung mit G-CSF (32,1% beim Spender nach G-CSF vs. 63,6%
an Tag +7 beim Empfanger nach Transplantation). Der Anteil der Tem Zellen an den CD4* T-
Zellen stieg beim Stammzellempfanger im Verlauf bis Tag +110 weiter auf 89%. Der Anteil der
anderen Populationen Tcm, Tnaive und Temra nahm dementsprechend kontinuierlich ab.
Insbesondere der Anteil der naiven CD4* T-Zellen, welcher beim Stammzellspender nach G-CSF
noch 38,5% von den CD4* Zellen ausmachte, betrug beim Stammzellempfanger an Tag +7 nur
6,3% und nahm im Verlauf bis 0,5% ab. Der Anteil der Tcm Zellen war an Tag +7 (23,8%) ahnlich
im Vergleich zum Stammzellspender nach G-CSF (26,2%) und fiel im Verlauf auf 5% an Tag
+110 nach Transplantation. Der Anteil an Temra Zellen &ndert sich im Verlauf nicht wesentlich.
Interessanterweise zeigte sich bei der Patientin, welche kein ATG erhielt (Patient Nr. 4, siehe
Tabelle 9), ein anderer Verlauf. So stieg zwar auch hier der Anteil der Tem im Verlauf an und es
kam zu einer Abnahme der anderen Populationen, jedoch ist bei dieser Patientin auch an Tag +110
noch ein Anteil von 30,6% naive Zellen und ein Anteil von 18,4% Tcwm Zellen zu finden (Daten

nicht als Grafik dargestellt). Zusétzlich zu dem Unterschied im Konditionierungsregime waren in
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diesem Fall sowohl das Alter der Patientin selbst (27 Jahre) als auch das Alter des Spenders (29
Jahre) geringer als bei den anderen Personen.

Bei den CD8" Zellen nahm der Anteil der naiven und Tcm Zellen ebenfalls ab. Im Vergleich zu
den CD4" Zellen war an Tag +110 jedoch ein héherer Anteil an Temra-Zellen und damit ein
niedrigerer Anteil an Tem Zellen zu verzeichnen. Bei den Temra-Zellen zeigte sich ein Anstieg
von 21,2% an Tag +7 auf 48,1% an Tag +110 nach Transplantation. Der Anteil an Tem betrug an
Tag +110 47,1%. Der Anteil an Thaiven Zellen betrug an Tag +110 nach Transplantation lediglich
4,3%. Auch hier zeigt sich bei Patientin Nr. 4 ein deutlich héherer Anteil von 28,7% Thaiven Zellen
an Tag +110 nach Transplantation.
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Abbildung 35: Anteil der Subpopulationen der CD4* und CD8* T-Zellen bei den Stammzellspendern vor und nach G-CSF sowie
bei den Empfingern im Verlauf nach der Transplantation. Dargestellt sind die Spender/Empfinger-Paare bei denen die
Patienten kein ATG erhielten. Werte der Stammzellspender vor (v.M.) und nach Mobilisierung (n.M.) mit G-CSF sowie der
entsprechenden Stammzellempfanger sind als Balken dargestellt. Die Grautone kennzeichnen den Anteil der Subpopulationen
Tem, Temra, Tnaive Und Tem. Die Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation untersucht.
Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM. v.M. (n=5), n.M. (n=5), Tag +7 (n=5), Tag +15 (n=5), Tag +30 (n=5), Tag
+60 (n=4), Tag +110 (n=4).

T-Gedachtnis-Stammzellen
In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass sich ein Teil der naiven Zellen durch
stammzelldhnliche Charakteristika auszeichnet. Diese Zellen zeigen im Transplantatempfanger
ein besseres Anwachsen und héheres Uberlebenspotential sowie durchflusszytometrisch eine hohe
Expression von CD95 [13].
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Bei einem Grofteil der Patienten war die Anzahl der naiven CD4" Zellen nach Transplantation so
gering, dass die Auswertung der CD95-Expression auf diesen Zellen nicht mdéglich war. In
Abbildung 37 ist die MFI von CD95 auf naiven CD8* Zellen beim Stammzellspender vor und
nach G-CSF Behandlung sowie im Stammzellempféanger im Verlauf nach Transplantation
dargestellt. Dabei zeigte sich ein im Vergleich zum Spender nach G-CSF (MFI 2441) deutlich
erhohtes Expressionslevel an CD95 beim Stammzellempfanger. Die hochsten Werte waren dabei
an den Tagen +7 (40087) und +15 (42182) nach Transplantation zu verzeichnen. Im Verlauf
nahmen die Expressionslevel bis zu Tag +110 (17256) kontinuierlich ab. Auch an Tag +110
zeigten sich damit jedoch noch erhéhte mittlere MFI-Werte im Vergleich zum Stammzellspender.
AuBerdem ist der Verlauf der CD95-Expression auf den naiven CD8" Zellen bei den Patienten Nr.
4 und Nr. 7 separat dargestellt (Abbildung 36). Bei diesen Patienten konnten bereits an Tag +1
bzw. +3 nach Transplantation gentigend Zellen isoliert werden um eine Aussage zu treffen. Bei
diesen Patienten zeigte sich deutlich die starkere CD95-Expression im Stammzellspender nach
Transplantation und die geringe Expression im Spender. Zudem ist im Verlauf ein kontinuierlicher
Rickgang der Expression zu beobachten. Interessanterweise zeigte sich bei Patientin Nr. 4, welche
kein ATG erhalten hatte, bei friihen Zeitpunkten nach Transplantation eine deutliche Trennung in

CD95" und CD95" Populationen.
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Abbildung 36: CD95-Expression auf naiven (CD45RA*CCR7*) CD8'T-Zellen beispielhaft bei zwei ausgewdhlten
Spender/Empféinger-Paaren. Daten des Stammzellspenders: VU=Voruntersuchung (vor G-CSF), NM=nach Mobilisierung (nach G-
CSF), Daten des entsprechenden Stammzellempféngers: T +x= Tage nach Transplantation.
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Abbildung 37: CD95-Expression auf naiven (CD45RA*CCR7+) CD8*T-Zellen bei den Stammzellspendern vor und nach Behandlung
mit G-CSF und bei den Stammzellempfdngern im Verlauf nach der Transplantation als MFI. Werte der Stammzellspender vor
(v.M.) und nach Mobilisierung (n.M.) mit G-CSF sind als hellblaue Balken, Werte der entsprechenden Stammzellempfanger sind
als dunkelblaue Balken dargestellt. Die Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation
untersucht. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM. v.M. (n=5), n.M. (n=5), Tag +7 (n=6), Tag +15 (n=6), Tag
+30 (n=6), Tag +60 (n=5), Tag +110 (n=5).

3.3.2.2 Apoptoseneigung der Gedachtnis-T-Zellen

Um zu untersuchen, ob und in welchem AusmaR eine Apoptose der Gedachtniszellen nach
Transplantation besteht, wurde bei den Stammzellempféngern ebenfalls eine Farbung mit Pl und
Ann. V vorgenommen. Auch hier war der Anteil der PI*, also der Anteil an spat-apoptotischen
und nekrotischen Zellen vernachléssigbar gering, sodass in den folgenden Abbildungen lediglich
der Anteil an Ann. V" PI" lebenden Zellen dargestellt ist. Die Differenz zu 100% machten dabei
die frih-apoptotischen, Ann. V* und PI" Zellen aus. Die Auswertung zeigt, dass es zu keinem
deutlich verénderten Anteil an Ann. V- Zellen nach Transplantation kam (Abbildung 38). Die
Apoptose der Gedéchtniszellen ist folglich nicht erhéht im Vergleich zu Gedachtnis-T-Zellen beim
Stammzellspender. An den friihen Zeitpunkten nach Transplantation lag der Anteil an lebenden
Gedéchtniszellen mit 87,1% der CD4* und 88% der CD8* Gedachtnis-T-Zellen sogar eher im
Bereich der Rate beim Spender nach Behandlung mit G-CSF. Es schien im Verlauf nach
Transplantation zu einer langsamen Abnahme des Anteils an lebenden Zellen zu kommen. So
betrug der Anteil der lebenden Zellen an den CD4" Gedachtnis-T-Zellen an Tag +110 71,6%, bei
den CD8" Gedachtniszellen waren es 77,4%. Im Vergleich zu den Untersuchungen beim
Stammzellspender schwankten die Werte beim Empfanger jedoch starker. So zeigte die Patientin,
welche kein ATG erhalten hatte, an Tag +60 und +110 einen erhohten Anteil von 38 bzw. 45%
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Ann. V* friih apoptotischen CD4" und CD8" Gedéachtnis-T-Zellen. Bei diesen Ergebnissen sei
darauf hingewiesen, dass nur bei wenigen Patienten und nicht zu allen geplanten Zeitpunkten

Daten erhoben werden konnten. Dies war durch die geringe Zellzahl nach Transplantation bedingt.

Anteil der lebenden Zellen an den CD4* und CD8* Gedachtniszellen

CD4* CD45RA- CD8*" CD45RA"
100 - § 100 - )
D_.-75' § E 75 §
E 50 § E 50 § §
< 254 § < 25- §

Abbildung 38: Anteil der Ann. V- PI-, lebenden Zellen an den CD4* und CD8* Gedachtniszellen bei den Stammzellspendern vor
und nach G-CSF und bei den Empfiangern im Verlauf nach der Transplantation. Werte der Stammzellspender vor (v.M.) und nach
Mobilisierung (n.M.) mit G-CSF sind als hellblaue Balken, Werte der entsprechenden Stammzellempfanger sind als dunkelblaue
Balken dargestellt. Die Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation untersucht. Striche und
Balken kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM. v.M. (n=2), n.M. (n=2), Tag +7 (n=3), Tag +15 (n=4), Tag +30 (n=4), Tag +60 (n=3),
Tag +110 (n=3)

3.3.2.3 Proliferationsverhalten der Gedachtnis-T-Zellen

Die Untersuchungen hinsichtlich des Proliferationsverhaltens der CD4" und CD8*
Gedachtniszellen zeigten im Vergleich zu den Stammzellspendern erhdhte Werte. So lag der
Anteil an Ki67-exprimierenden Zellen im Verlauf nach der Transplantation im Mittel zwischen
9,3% und 17,0% bei den CD4" und zwischen 8,9% und 28,1% bei den CD8" Gedéachtniszellen
(Daten nicht als Grafik dargestellt). Dies zeigt die deutlich erhdhte Proliferation sowohl der CD4*

als auch der CD8" Gedéachtniszellen im Empfénger.

3.3.2.4 Gewebemarker und Homing-Molekule auf Gedachtnis-T-Zellen

Des Weiteren wurde auf den CD45RA" Gedachtnis-T-Zellen der Verlauf der Gewebemarker
untersucht. Dabei konzentrierte sich diese Arbeit auf die Marker CD69, a4f7-Integrin und CLA.
Wie oben beschrieben, ist CD69 zum einen als Marker fiir Trm Zellen relevant, zum anderen wurde
gezeigt, dass CD69 bei der Migration der T-Zellen in das Knochenmark eine Rolle spielt. a4p7-

Integrin und CLA sind an der Migration der Gedé&chtniszellen in die Gewebe Darm bzw. Haut
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beteiligt. Die Analyse dieser Marker nach der Transplantation soll die mogliche Migration der

Zellen in diese Zielgewebe darstellen.

CD69

Bei der Analyse der CD69-Expression zeigte sich, wie in Abbildung 40 dargestellt, sowohl bei
den CD4" als auch bei den CD8" Gedachtniszellen zundchst ein héherer Anteil an CD69"
Gedéachtniszellen an Tag +7 nach Transplantation (3,5% bei CD4" und 11,4% bei CD8")
gegeniiber dem Anteil beim Stammzellspender. Im weiteren Verlauf fiel der Anteil an CD69*
Gedéchtniszellen ab und naherte sich bis Tag +60 (1,6% bei CD4" und 3,6% bei CD8") und +110
(1,3% bei CD4" und 5% bei CD8") dem Niveau, welches bei gesunden, unbehandelten
Stammzellspendern zu finden war. Zudem fallt auf, dass die CD69-Expression auf den CD8"
Gedéchtniszellen deutlich hoher ist als auf den CD4* Gedéachtniszellen (Abbildung 39). Bei den
absoluten Zellzahlen konnte eine kontinuierliche Zunahme im Verlauf nach Transplantation bis
Tag +110 beobachtet werden (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Anteil der CD69* Zellen an den CD8* und CD4* Gedachtniszellen bei den Stammzellspendern vor und nach G-CSF
und bei den Stammzellempfiangern nach der Transplantation. Werte der Stammzellspender vor (v.M.) und nach Mobilisierung
(n.M.) mit G-CSF sind als hellblaue Balken, Werte der entsprechenden Stammzellempfanger sind als dunkelblaue Balken
dargestellt. Die Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation untersucht. Striche und Balken
kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM. v.M. (n=6), n.M. (n=6), Tag +7 (n=6), Tag +15 (n=6), Tag +30 (n=6), Tag +60 (n=5), Tag +110
(n=5).
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Abbildung 40: Anzahl der CD69-exprimierenden CD4+ und CD8* Gedachtnis-T-Zellen bei den Stammzellspendern vor und nach
G-CSF und bei den Empfangern im Verlauf nach der Transplantation. Werte der Stammzellspender vor (v.M.) und nach
Mobilisierung (n.M.) mit G-CSF sind als hellblaue Balken, Werte der entsprechenden Stammzellempfanger sind als dunkelblaue
Balken dargestellt. Die Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation untersucht. Striche und
Balken kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM. v.M. (n=6), n.M. (n=6), Tag +7 (n=6), Tag +15 (n=6), Tag +30 (n=6), Tag +60 (n=5),
Tag +110 (n=5)

a4p7-Integrin

Wie im Abschnitt 3.2.2.4 erl&utert, war der prozentuale Anteil an asf37-Integrin-exprimierenden
Zellen innerhalb der CD4" und CD8" Gedéachtnis-T-Zellen bei den Stammzellspendern nach G-
CSF leicht erniedrigt gegentiber dem Anteil vor Behandlung mit G-CSF. Die Analyse der asf7-
Expression im Stammzellempfanger ergab eine erniedrigte Expression von asf7-Integrin auf den
CD4" Gedachtniszellen zu den friihen Zeitpunkten Tag +7 (12,5%) und Tag +15 (13,5%) nach
Transplantation, die dann im Verlauf kontinuierlich auf 35,3% anstieg (Abbildung 41). Bei den
CD4* Gedachtniszellen fiel auf, dass die Expression an Tag +110 mit 35,3% deutlich oberhalb der
durchschnittlichen Expression im Spender vor Behandlung mit G-CSF (18,5%) lag. Bei den CD8*
Gedachtniszellen zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen den Werten beim
Stammzellspender und Stammzellempfanger. Obwohl hier beim Spender im Mittel noch ein Anteil
von 36,2% der Gedachtnis-T-Zellen asf7-Integrin exprimierte, so waren im Stammzellempfénger
an Tag +7 nach Transplantation im Mittel nur 15,2% der Gedachtnis-T-Zellen positiv fir asf7-
Integrin. Interessanterweise zeigte sich im weiteren Verlauf auch hier ein Anstieg der asp7*
Population. Bei den CD8" T-Zellen néherte sich der Mittelwert an Tag +30 den Werten beim
Stammzellspender an. Auffallend war dabei, dass bei der einen Patientin, die keine ATG im
Rahmen der Konditionierungstherapie bekommen hatte, an Tag 8 nach allo-HSZT der Anteil der
asP7* Gedéchtnis-T-Zellen an den CD4" Geddchtnis T-Zellen 27,1% und an den CD8" Gedé&chtnis-

T-Zellen 51,3 % betrug. Anders als bei den anderen Patienten, bei denen die asf7-Expression
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zundchst gering ausgepragt war und im Verlauf anstieg, war die Expression damit bei dieser
Patientin schon kurz nach der Transplantation hoch.
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Abbildung 41: Anteil der osB7* Zellen an den CD8* und CD4* Gedachtniszellen bei den Stammzellspendern vor und nach G-CSF
und bei den Empfangern im Verlauf nach der Transplantation. Werte der Stammzellspender vor (v.M.) und nach Mobilisierung
(n.M.) mit G-CSF sind als hellblaue Balken, Werte der entsprechenden Stammzellempfanger sind als dunkelblaue Balken
dargestellt. Die Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation untersucht. Striche und Balken
kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM. v.M. (n=6), n.M. (n=6), Tag +7 (n=6), Tag +15 (n=6), Tag +30 (n=6), Tag +60 (n=5), Tag +110

(n=5)

Die absolute Anzahl der asf7-Integrin® Gedéchtniszellen stieg im Verlauf nach Transplantation
kontinuierlich bis Tag +60 (31 Zellen/pl bei CD4* und 15 Zellen/ul bei CD8") an. An Tag +110
stagnierte die Zahl der CD4" asf7-Integrin® Gedachtniszellen (31 Zellen/ul), die CD8" a4f7-
Integrin® Gedéachtniszellen fielen leicht ab (8 Zellen/ul). Die absoluten Zahlen blieben damit auch

an Tag +110 deutlich unter den mittleren Werten beim gesunden unbehandelten Spender
(Abbildung 42).
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Abbildung 42: Anzahl der asB7-exprimierenden CD4* und CD8* Gedachtnis-T-Zellen bei den Stammzellspendern vor und nach
G-CSF und bei den Empfiangern im Verlauf nach der Transplantation. Werte der Stammzellspender vor (v.M.) und nach
Mobilisierung (n.M.) mit G-CSF sind als hellblaue Balken, Werte der entsprechenden Stammzellempfanger sind als dunkelblaue
Balken dargestellt. Die Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation untersucht. Striche und

Balken kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM. v.M. (n=6), n.M. (n=6), Tag +7 (n=6), Tag +15 (n=6), Tag +30 (n=6), Tag +60 (n=5),
Tag +110 (n=5)

63



CLA

Da die Expression von CLA auf den CD8" Gedachtniszellen nach Transplantation stark variierte,
wurden die Patienten in zwei Gruppen mit untereinander ahnlichen Verlaufen eingeteilt. Bei zwei
Patienten verlief die Expression ansteigend auf einem sehr geringen Niveau. Diese Patienten
wurden in Abbildung 43 zusammengefasst dargestellt. Interessanterweise exprimierten bei diesen
Patienten an Tag +7 im Mittel nur 0,26% der CD8" Gedachtniszellen CLA. Im Verlauf nach
Transplantation zeigte sich ein Anstieg auf 2,3%. Damit war die Expression Uber den gesamten
Zeitraum der Beobachtung deutlich unter den Werten von 15% beim unbehandelten Spender bzw.
8,4% beim Stammzellspender nach G-CSF. Bei den anderen Patienten zeigte sich wie in
Abbildung 44 dargestellt, zu den friihen Zeitpunkten eine mittlere Expression von 10,5% an Tag
+7 und 10,9% an Tag +15. Im weiteren Verlauf nahm die Expression von CLA bei diesen Patienten
ab (3,3% an Tag +110).

Bei den CD4" Zellen zeigten sich sehr unterschiedliche Ergebnisse, sodass eine Einteilung in
Gruppen nicht sinnvoll erscheint. Fasst man die Werte zusammen, so scheint es zu einem Abfall

bis Tag +60 zu kommen, an Tag +110 zeigte sich ein Anstieg (Abbildung 44).

Spender Empfanger
25+
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Abbildung 43: CLA-Expression auf den CD8* Gedichtniszellen bei zwei ausgewéhlten Spender/Empfinger-Paaren. Werte der
Stammzellspender vor (v.M.) und nach Mobilisierung (n.M.) mit G-CSF sind als hellblaue Balken, Werte der entsprechenden
Stammzellempfanger sind als dunkelblaue Balken dargestellt. Die Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110
nach Transplantation untersucht. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM. v.M. (n=2), n.M. (n=2), Tag +7 (n=2),
Tag +15 (n=2), Tag +30 (n=2), Tag +60 (n=2), Tag +110 (n=2).
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Abbildung 44: CLA-Expression auf den CD4* und CD8* Gedachtniszellen bei den Stammzellspendern vor und nach G-CSF und
bei den Empfangern im Verlauf nach der Transplantation. Werte der Stammzellspender vor (v.M.) und nach Mobilisierung (n.M.)
mit G-CSF sind als hellblaue Balken, Werte der entsprechenden Stammzellempfanger sind als dunkelblaue Balken dargestellt. Die
Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation untersucht. Striche und Balken kennzeichnen
den Mittelwert +/- SEM. CD4: v.M. (n=4), n.M. (n=4), Tag +7 (n=4), Tag +15 (n=4), Tag +30 (n=4), Tag +60 (n=3), Tag +110 (n=3).
CD8: v.M. (n=6), n.M. (n=6), Tag +7 (n=6), Tag +15 (n=6), Tag +30 (n=6), Tag +60 (n=5), Tag +110 (n=5).

Die absolute Zellzahl der CLA* CD4* und CD8* Gedachtnis-T-Zellen zeigte einen Anstieg tber
die Zeit von Tag +7 bis Tag +110 (von 3 auf 18 bei den CD4* bzw. von 0,3 auf 5 Zellen/pl bei
den CD8") nach Transplantation (Abbildung 45). Auch hier waren die absoluten Zellzahlen auch
an Tag +110 noch deutlich unter den Zellzahlen beim gesunden Spender.
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Abbildung 45: Anzahl der CLA-exprimierenden CD4* und CD8* Gedachtnis-T-Zellen bei den Stammzellspendern vor und nach
G-CSF und bei den Empfingern im Verlauf nach der Transplantation. Werte der Stammzellspender vor (v.M.) und nach
Mobilisierung (n.M.) mit G-CSF sind als hellblaue Balken, Werte der entsprechenden Stammzellempfanger sind als dunkelblaue
Balken dargestellt. Die Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation untersucht. Striche und
Balken kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM. v.M. (n=6), n.M. (n=6), Tag +7 (n=6), Tag +15 (n=6), Tag +30 (n=6), Tag +60 (n=5),
Tag +110 (n=5)
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3.3.2.5 a-Defensin-Expression der Gedachtnis-T-Zellen

Da DEFA1-3 von der Arbeitsgruppe, wie in Abschnitt 3.2.5 beschrieben, als ein potentieller
Marker fur Zellen aus dem Knochenmark bzw. ein Knochenmark-typisches Milieu identifiziert
wurde und sich auch in den Untersuchungen der Stammzellspender eine signifikant hohere
DEFAL1-3 Expression auf den CD4* und CD8" Gedéachtniszellen nach Behandlung mit G-CSF
zeigte, wurde der Verlauf der DEFAL1-3 Expression auf den Gedachtnis-T-Zellen im
Transplantatempfanger untersucht (Abbildung 46). Bei den Stammzellempfangern zeigten sich an
Tag +7 nach Transplantation eine MFI von 1133 bei den CD4" und eine MFI von 937 bei den
CD8* Zellen. An Tag +15 stieg die Expression bei den CD4" Gedéachtniszellen auf 5729 und bei
den CD8* Gedachtniszellen auf 5797. Im weiteren Verlauf kommt es dann zu einem Abfall der
Mittelwerte auf 1790 (CD4") bzw. 1605 (CD8") an Tag +110.
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Abbildung 46: Verlauf der Defensin alpha-Expression auf den CD4*und CD8* Gedachtnis-T-Zellen bei den Stammzellspendern
vor und nach G-CSF und bei den Empféangern im Verlauf nach der Transplantation. Werte der Stammzellspender vor (v.M.) und
nach Mobilisierung (n.M.) mit G-CSF sind als hellblaue Balken, Werte der entsprechenden Stammzellempfanger sind als
dunkelblaue Balken dargestellt. Die Proben wurden im Mittel an Tag +7, +15, +30, +60 und +110 nach Transplantation untersucht.
Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert +/- SEM. v.M. (n=6), n.M. (n=6), Tag +7 (n=3), Tag +15 (n=6), Tag +30 (n=6), Tag
+60 (n=4), Tag +110 (n=5)

3.3.3 CD69 auf Gedachtnis-T-Zellen aus Knochenmark, Tonsillen, Milz und Thymus

Um die Expression von CD69 (Marker fir Trm Zellen) auf unterschiedlichen Geweben zu
untersuchen, wurden neben den Farbungen auf Knochenmarkzellen, einzelne Farbungen an den
Geweben Milz, Tonsillen und Thymus durchgefuhrt (Abbildung 47). Dabei bestatigte sich die in
der Literatur beschriebene hohe Expression von CD69 auf den Gedachtnis-T-Zellen im Gewebe

im Vergleich zu der Expression im peripheren Blut [30] (siehe auch Kapitel 1.2). So betrug der
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Anteil der CD69" CD45RA" Zellen an den CD4" T-Zellen in der Milz 68%, bei den CD8" T-Zellen
waren 36% der Zellen CD69"CD45RA". Auf den T-Zellen der Tonsillen zeigte sich ein Anteil von
44% CD69" CD45RA" Zellen innerhalb der CD4" T-Zellen und ein Anteil von 18% innerhalb der
CD8* T-Zellen. Auch im Thymus konnten CD69" T-Zellen als hoher Anteil an den CD45RA"
Zellen detektiert werden. Die hohe Expression von CDG69 ist auffallig, denn alle weiteren
untersuchten Marker auf den T-Zellen des Thymus waren nicht exprimiert. So waren im Thymus
95% CD69* CD45RA" CD4" Zellen und 91% CD69"CD45RA" CD8" zu finden. Im Knochenmark
fand sich in den Beispielfarbungen ein Anteil von 19% CD69"CD45RA" Zellen innerhalb der
CD4" Zellen. Innerhalb der CD8" Zellen fand sich ein Anteil von 40% CD69" CD45RA" Zellen.
Diese Féarbungen verdeutlichen, dass CD69 in Geweben wie hier Milz, Tonsillen, Thymus und

Knochenmark hoch exprimiert ist. Insbesondere gilt dies fiir die CD45RA™ Gedachtniszellen.
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Abbildung 47: Anteil an CD69* Zellen an den CD45RA- Gedichtniszellen in den Geweben Knochenmark, Tonsillen, Milz und
Thymus. Dargestellt ist die CD69 Expression auf den CD4 und CD8 Zellen in Abhdngigkeit von der CD45RA Expression.
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4 Diskussion
4.1 Methodendiskussion

Im Folgenden soll eine kritische Auseinandersetzung mit der angewandten
Untersuchungsmethodik erfolgen. Dies dient dazu die Einschrankungen und Fehlerquellen der
erhobenen Ergebnisse aufzuzeigen um die Grundlage fur die darauffolgende Interpretation der
Ergebnisse zu schaffen.

Streitz et al. haben gezeigt, dass bei optimierten Panels zur Charakterisierung wvon
Leukozytenpopulationen eine Variabilitdt von 0.05% bis 30% zwischen verschiedenen Zentren
und eine Variabilitdt von 0.05% bis 20% bei Intra-Assay Tests, d.h. parallelen Féarbungen
derselben Blutprobe unter gleichen Bedingungen durch dieselbe Person besteht. Dabei schwanken
insbesondere die Werte der kleinen Populationen. Die Variabilitdit der CD4* und CD8*
Subpopulationen war in den Untersuchungen von Streitz et al. unter 10%. [95] Dies zeigt, dass die
Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchungen eine unterschiedlich ausgeprégte

Variabilitat aufweisen.

Des Weiteren bestehen zahlreiche Faktoren, welche die Variabilitdt der mittels
Durchflusszytometrie gewonnenen Ergebnisse beeinflussen kdnnen. Dies betrifft alle beteiligten
Prozesse von der Blutentnahme bis zur Auswertung der erhobenen Werte. Bei der Blutentnahme
kann die Wahl des genutzten Antikoagulans das Ergebnis beeinflussen [96]. In dieser Arbeit wurde
zunachst EDTA-BIut verwendet. Da dies einen Einfluss auf Farbungen mit Annexin haben kann,
erfolgte im Verlauf eine Umstellung auf heparinisiertes Blut. Dabei wurden gepaarte Proben
immer in dem gleichen Antikoagulans abgenommen. Ein wichtiger Faktor ist die Zeitspanne
zwischen Blutentnahme und Verarbeitung der Probe. Die Farbungen mussen innerhalb von 4
Stunden nach Entnahme durchgefiihrt werden, um die Variabilitdt gering zu halten (<10%
Abweichung) [95]. In dieser Arbeit erfolgte in der Regel eine Verarbeitung der Proben innerhalb
von 4 Stunden. Bei zwei der Proben war die zeitnahe Verarbeitung nicht mdglich, sodass die
Proben kryokonserviert und zu einem spéteren Zeitpunkt untersucht wurden. Eine Probe wurde
am Folgetag verarbeitet. Unterschiede in den Ergebnissen kdnnen sich zudem aus Einwirkzeit und
Temperatur wéhrend der Farbung sowie den genutzten Fluorochrom-Konjugaten und Titern
ergeben [96]. In unserer Arbeit wurden die Einwirkzeiten und die Temperatur konstant gehalten,
die Antikérper wurden titriert. Bezlglich der Messung am Durchflusszytometer ist die
Kompensation notwendig, um verlassliche Ergebnisse zu erhalten [96]. Die Kompensation wurde

in dieser Arbeit mittels automatischer Berechnung und Beads durchgefiihrt. Das Panel-Design,
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also die Zusammenstellung der Antikorper-Fluorochrom-Konjugate sowie die verwendeten Klone
beeinflussen die Ergebnisse. Einer der wichtigsten Faktoren, welcher die Variabilitat der
Ergebnisse beeinflusst sind Unterschiede im Gating [96]. Um diese mdglichst gering zu halten

wurde alle Auswertungen von einer Person durchgefiihrt.

Bezlglich der Genauigkeit der Methode betreffend die Untersuchungen in dieser Arbeit lassen
sich keine exakten Werte angeben. Unter Einbeziehung der oben genannten Faktoren ist jedoch
von einer hinreichenden Genauigkeit, insbesondere fiir die groReren Populationen auszugehen.
Die hier dargestellten Ergebnisse sollen Tendenzen aufzeigen und sind unter Beriicksichtigung der
genannten Fehlerquellen zu betrachten. Insbesondere bei den Analysen der kleineren Populationen
sollten in weiteren Studien groRere Stichproben untersucht werden um die Ergebnisse zu

validieren.

4.2 Ergebnisdiskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur Wirkung von G-CSF auf die
Verteilung von Immunzellpopulationen beim Stammzellspender durchgefuhrt. Ziel der Arbeit war
dabei eine umfassende Charakterisierung des Stammzelltransplantats hinsichtlich der Gedéchtnis-
T-Zellen. In Studien konnte gezeigt werden, dass die GvHD durch naive und nicht durch
Gedachtnis-T-Zellen verursacht wird [97-100]. Somit stellen Gedéchtnis-T-Zellen interessante
Kandidaten flr einen adoptiven Zelltransfer nach allogener Stammzelltransplantation dar. Zudem
haben Studien gezeigt, dass es einen Zusammenhang zwischen der Transplantatzusammensetzung
und dem Kklinischen Verlauf des Transplantatempfangers nach allo-HSZT gibt. Als relevant fir
den Klinischen Verlauf zeigte sich die Zusammensetzung der Immunzellpopulationen, also
beispielsweise der Anteil an B-Zellen und die absolute Anzahl an naiven CD4* T-Zellen und CD8"*
Effektor-Gedachtniszellen im Transplantat [9, 19]. Auch ist beschrieben, dass CMV- [4] und
Tetanus- [3] spezifische Gedachtnis-T-Zellen und Hamophilus Influenza-spezifische Gedéchtnis-
B-Zellen [2] auf den Transplantatempfanger bertragen werden und dort persistieren. Es fehlen
bisher  jedoch  detaillierte  Untersuchungen des G-CSF-mobilisierten,  peripheren
Stammzellapheresats, welche sowohl die phanotypischen als auch die funktionellen Anderungen,
die durch die Behandlung mit G-CSF entstehen, einbeziehen. In dieser Arbeit sind erstmals
umfassende Analysen der durch Gewebemarker und Homing-Molekile charakterisierten
Subpopulationen und ihre Veranderung durch G-CSF durchgefiihrt wurden. Zudem erfolgte die
Untersuchung von Proliferations- und Aktivierungsmarkern. Somit kdnnen Riickschlisse auf
funktionelle Aspekte der transplantierten Gedachtnis-T-Zellen gezogen werden. Durch die

Analyse der Gedachtnis-T-Zell-Merkmale im Knochenmark ist zudem ein Vergleich zwischen
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dem G-CSF mobilisierten peripheren Blut und dem Knochenmark als potentielle Quelle der
Mobilisierung moglich. Aufbauend auf den Ergebnissen im Stammzellspender wurden erste
Untersuchungen zu dem Schicksal der Immunzellpopulationen im Transplantatempfanger

durchgefiihrt.

4.2.1 Stammzellspender

4.2.1.1 T-Zell-Populationen und Subpopulationen

Bereits in friheren Studien wurde die erhéhte Anzahl von T-Zellen nach Behandlung mit G-CSF
im Vergleich zum unbehandelten peripheren Blut beschrieben [101-103]. Tayebi et al. zeigten
einen 1,7 bis 2-fachen Anstieg der T-Zell-Subpopulationen, welche die Marker CD4, CD8 bzw.
CDA45RA tragen, nach G-CSF [103]. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein Anstieg sowohl
der CD3" T-Zellen als auch der CD4" und CD8" T-Gedachtniszellen und der einzelnen
Subpopulationen um das 2-3-fache (siehe Abschnitt 3.2.1). Entgegen der Ergebnisse von Sun et
al. zeigte sich in dieser Arbeit eine leichte, jedoch signifikante Abnahme des Anteils an CD3*
Zellen an den Lymphozyten. Sowohl bei Sun et al. als auch Tayebi et al. wurden keine
signifikanten Unterschiede bezuglich der Verteilung der CD4- und CD8-Populationen beobachtet
[102, 103]. Dahingegen fiel in der vorliegenden Arbeit das CD4/CD8 Verhéltnis zugunsten der
CD8* Zellen von 2,7 vor G-CSF auf 2,0 nach G-CSF. Im Vergleich zum peripheren Blut zeigte
sich in der vorliegenden Arbeit eine deutlich geringe CD4/CD8 Ratio im Knochenmark, welche
bereits in anderen Publikationen beschrieben worden ist [36, 104]. Tayebi et al. zeigten einen
moderaten, jedoch signifikanten Anstieg der CD3*CD45RA" Zellen nach G-CSF [103].
Einhergehend damit wurde in der vorliegenden Arbeit eine leichte und bei den CD4* T-Zellen
signifikante Abnahme des Anteils an CD45RA"™ Gedachtnis-Zellen beobachtet. Aufgrund der
geringen prozentualen Abnahme ist sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch bei Tayebi et al.
ein Anstieg der absoluten Zellzahl der Gedachtnis-T-Zellen zu verzeichnen [103]. Betreffend die
Subpopulationen zeigte sich ein Abfall der Tem innerhalb der CD4" T-Zellen sowie ein Anstieg
der Tnaive Population innerhalb der CD8" Zellen. Die Unterschiede waren dabei gering, jedoch
signifikant. Yakoub-Agha et al. beschreiben, dass sich die Verteilung der Subpopulationen in ihren
Arbeiten nicht substanziell anderte [105].

4.2.1.2 Funktionelle Eigenschaften der mobilisierten Gedéachtnis-T-Zellen

Es stellte sich die Frage, wodurch die beschriebene Zunahme der absoluten Anzahl an
Gedé&chtniszellen im peripheren Blut nach Behandlung mit G-CSF zustande kommt. G-CSF
beeinflusst sowohl die Proliferation als auch das Uberleben und die Differenzierung neutrophiler

Granulozyten und fihrt damit zu deren Zunahme im Blut bei Infektionen [81, 106]. Um zu
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untersuchen, ob eine vermehrte Proliferation auch bei den Gedachtnis-T-Zellen zu beobachten ist
und es dadurch zu einer Zunahme der Zellzahl kommt, wurde in dieser Arbeit die Expression von
Ki67 als Marker fur Proliferation untersucht (siehe Abschnitt 3.2.3). Dabei zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gedéchtnis-T-Zellen vor und nach Behandlung mit G-
CSF. Interessanterweise kam es tendenziell eher zu einer Abnahme der Ki67-Expression und
damit des Proliferationspotentials. Dieses Ergebnis geht einher mit der auch bei den anderen
Oberflachenmerkmalen zu beobachtenden Tendenz, dass nach Behandlung mit G-CSF eine
Annaherung an die Charakteristika der Gedéchtnis-T-Zellen im Knochenmark erfolgt, denn
Knochenmark-Geddchtniszellen zeigen wie in anderen Studien beschrieben, ebenfalls eine
geringere Expression von Ki67 als die des peripheren Blutes [31, 37]. Ukena et al. zeigten, bei
einer hoheren Anzahl an untersuchten Proben, eine signifikante Abnahme der Ki-67 Expression
in regulatorischen T-Zellen nach Behandlung der Stammzellspender mit G-CSF [107]. Dies lasst
vermuten, dass anders als bei neutrophilen Granulozyten, keine Zunahme aufgrund vermehrter

Proliferation stattfindet.

Zudem wurde die Expression des Aktivierungsmarkers HLA-DR untersucht (siehe Abschnitt
3.2.3). Dieser zeigte eine leichte Abnahme nach Behandlung mit G-CSF auf den CD4"
Gedéchtniszellen, wohingegen auf den CD8" Gedachtniszellen eine leichte Zunahme zu
verzeichnen war, auch wenn die Werte hier stark schwankten. Tayebi et al. berichten tber eine
Abnahme von HLA-DR nach Behandlung mit G-CSF. Dabei wurden die CD4* und CD8* T-Zellen
insgesamt betrachtet, wahrend in dieser Arbeit im speziellen die Gedachtniszellen untersucht
wurden [103]. In anderen Studien wurde eine hohere HLA-DR-Expression auf den CD8" Zellen

im Knochenmark als im peripheren Blut beschrieben [108].

In einem weiteren Schritt wurde die Viabilitdt der Gedéachtnis-T-Zellen vor und nach G-CSF
Behandlung mit Hilfe der Annexin/Propidiumiodid-Farbung analysiert (siehe Abschnitt 3.2.2).
Dies ist auch deshalb von groRem Interesse, da die Apoptoseneigung der Ubertragenden
Gedéachtnis-T-Zellen Hinweise auf das spitere Uberleben der Zellen im Stammzellempfanger
geben kann. Interessanterweise zeigte sich nach G-CSF-Behandlung eine deutlich geringere
Apoptoseneigung der Gedachtnis CD4* und CD8* T-Zellen als bei den Zellen der Spender vor G-
CSF. Es fallt auf, dass die Veranderungen nach G-CSF auch hier den Merkmalen im Knochenmark
ahneln. So zeigt sich im Vergleich zwischen Knochenmark und peripherem Blut die deutlich
geringere Apoptoseneigung der Geddachtnis-T-Zellen des Knochenmarks. Dies konnte darauf
hindeuten, dass Ged&chtnis-T-Zellen, die mit Hilfe von G-CSF in das Blut mobilisiert wurden

sind, gegeniiber den Gedé&chtniszellen im peripheren Blut des unbehandelten Spenders einen
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Uberlebensvorteil aufweisen. Diese geringere Apoptoseneigung der Zellen kénnte auch im
Empféanger erhalten bleiben.

Zusammenfassend zeigen die Daten hinsichtlich der funktionellen Eigenschaften eine Abnahme
der Proliferation sowie eine Abnahme der Apoptoseneigung nach Behandlung mit G-CSF. Dies
lasst vermuten, dass die Zunahme der Geddachtnis-T-Zellen nicht durch eine vermehrte
Proliferation zustande kommt. Ein Grund fiir die Zunahme konnte dementsprechend die geringere
Apoptoseneigung nach G-CSF-Mobilisierung sein. Da dies allein nicht den starken Anstieg der
Gedéchtnis-T-Zellen nach G-CSF erkléaren kann, vermuten wir eine Mobilisierung der Gedachtnis-

T-Zellen aus den Geweben als weitere Ursache fiir den Anstieg.

4.2.1.3 Mobilisierung von gewebespezifischen Gedachtnis-T-Zellen

Auswahl der untersuchten Gewebemarker und Homing-Molekle

Ausgehend von der Hypothese, dass die Zunahme der Gedachtnis-T-Zellen durch eine
Mobilisierung bedingt sein kdnnte, soll nun die Frage untersucht werden, in welchen Geweben die
mobilisierten Zellen ihren Ursprung haben. Dazu wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene
Gewebemarker betrachtet (siehe Abschnitt 3.2.4). CD69 und CD103 wurden gewdhlt, da diese als
Marker fur gewebestdndige Gedachtniszellen (engl. tissue resident memory T cells, Trm)
beschrieben sind [30]. Untersucht werden sollte, ob gewebestandige Gedachtniszellen durch G-

CSF ins Blut mobilisiert werden.

Zudem wurden in der vorliegenden Arbeit sogenannte Homing-Molekiile untersucht, die
spezifisch fur bestimmte Gewebe sind. Die Expression von Oberflachenmolekiilen wie Integrine
und Chemokinrezeptoren spielt bei der Spender-gegen-Empfanger-Krankheit eine wichtige Rolle,
da die alloreaktiven T-Zellen tber diese Oberflachenmarkmale in ihre Zielgewebe migrieren und
dort die Spender-gegen-Empfanger-Krankheit auslosen [109]. asf7-Integrin  ist ein
Oberflachenmolekiil, das eine Migration der Lymphozyten in den Darm und in die assoziierten
lymphatischen Gewebe veranlasst [110]. CLA (engl. Cutaneous lymphocyte antigen) ist ein
Oberflachenmolekiil auf Gedachtnis-T-Zellen, das diese selektiv in die Haut migrieren lasst [111].
Die Auswahl von asf37-Integrin und CLA erfolgte, um zu untersuchen, ob Gedachtnis-T-Zellen aus
den Geweben Darm und Haut mobilisiert werden. Zudem sind diese Marker interessant, da deren
Zielorgane, also der Darm und die Haut, wichtige Organe bei der GvHD darstellen und eine
Migration der Ged&chtnis-T-Zellen in diese Organe Einfluss auf das Auftreten einer Spender-

gegen-Empfanger-Krankheit haben kdnnte.
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Des Weiteren wurden Chemokinrezeptoren  betrachtet. Chemokinrezeptoren sind
Oberflachenmolekiile, an die Chemokine binden. Durch die Bindung der Chemokine an den
Rezeptor wird die Migration der Zellen in Richtung der hdéchsten Chemokinkonzentration
(Chemotaxis) veranlasst [112]. In dieser Arbeit wurden die Chemokinrezeptoren CCR6, CCR10,
CXCR3 und CRTH2 (engl. chemoattractant receptor of TH2 cells) auf Gedachtnis-T-Zellen vor
und nach Behandlung der Spender mit G-CSF untersucht. CCR10 und der entsprechende Ligand
CCL27 bilden ein fur die Haut sehr spezifisches Rezeptor-Ligand-Paar. Ahnlich wie CLA fiihrt
die Expression von CCR10 somit zu einer Migration der Gedachtniszellen in die Haut [113, 114].
Gedachtniszellen in der Lunge zeigen eine erhohte Expression von CCR6 [20]. CXCR3 und CCR6
wurden beschrieben, bei der Entwicklung der Spender-gegen-Empfénger Erkrankung, aufgrund
der durch sie vermittelten Migration in die epithelialen Zielgewebe, eine Rolle zu spielen [115,
116]. CRTH2 ist beschrieben spezifisch auf Typ 2-, jedoch nicht auf Typ 1-T-Helferzellen Zellen
exprimiert zu sein [117, 118]. Die Auswahl der Chemokinrezeptoren erfolgte, um Unterschiede
im Migrationsverhalten der Gedachtnis-T-Zellen nach Behandlung mit G-CSF im Vergleich zu

dem Spender vor G-CSF festzustellen.

Expression der Gewebemarker auf den Gedachtnis-T-Zellen

Die Expression von CD69 kennzeichnet gewebestédndige Gedachtnis-T-Zellen und ist auf den T-
Zellen der verschiedenen Kompartimente unterschiedlich stark ausgepréagt. Die Expression von
CD69 betragt im peripheren Blut 1-20% auf CD4* und CD8" Gedéachtnis T-Zellen. In lymphoiden
und mukosalen Geweben ist der Marker konstitutiv hochreguliert und auf 60-100% der
gewebestandigen Gedachtnis-T-Zellen exprimiert. [30]

Dies konnten die in dieser Arbeit durchgefiihrten Farbungen an den Geweben Knochenmark,
Tonsillen, Milz und Thymus bestatigen (siehe Abschnitt 3.3.3). In Ubereinstimmung mit der
Literatur [31] zeigten die CD4" und CD8" Gedachtnis-T-Zellen der vorliegenden Arbeit im
peripheren Blut eine geringe CD69-Expression und eine deutlich hohere Expression im
Knochenmark. Die Expression war dabei insbesondere auf den CD45RA" Gedachtnis-T-Zellen
hoch, bei den CD45RA™ T-Zellen im Knochenmark und im peripheren Blut war im Vergleich eine
geringere Anzahl an CD69" Zellen zu finden. Im Vergleich zwischen peripherem Blut vor und
nach Behandlung der Stammzellspender mit G-CSF l&sst sich in dieser Arbeit ein signifikanter
Anstieg der CD69-exprimierenden CD4" und CD8" Gedachtniszellen absolut verzeichnen.
Betrachtet man den prozentualen Anteil der CD69-exprimierenden Zellen, so zeigt sich lediglich
bei den CD8" Gedéachtniszellen ein leichter, jedoch signifikanter Anstieg.
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CD103 ist als Marker fiir gewebestandige, epitheliale CD8" Gedéachtniszellen von Jejunum, lleum
und Colon sowie den mesenterialen Lymphknoten und der Lunge beschrieben [30]. So konnte im
Mausmodell gezeigt werden, dass eine genetische Defizienz von CD103 zu einer gestorten
Produktion von CD8" T-Zellen in der Darmmukosa [119, 120] und zu einem Verlust der Trm
Zellen in der Haut und der Lungen-Mukosa [121, 122] flhrt. Es wird vermutet, dass uber
Adhesionsmolekiile wie CD103 zum einen die Bindung der T-Zellen an die Mikroumgebung
erfolgt und zum anderen auch das Uberleben und die Funktionalitat aufrechterhalten wird [123,
124]. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine signifikante Zunahme der absoluten Anzahl an
CD8" CD103" Gedéchtnis-T-Zellen nach Behandlung mit G-CSF.

Die erhohten absoluten Zellzahlen der CD69" und CD103* Gedachtniszellen kénnten darauf
hindeuten, dass gewebestandige Gedachtniszellen mobilisiert werden. Dies scheint jedoch nur in
einem geringen Ausmal stattzufinden, denn hinsichtlich des Anteils der CD69" und CD103"
Zellen innerhalb der Gedéchtniszellen lieR sich nur ein geringer Anstieg verzeichnen.

asf7-Integrin ist ein Zelloberflachenmolekiil, das eine Migration der Lymphozyten in den Darm
und in die assoziierten lymphatischen Gewebe veranlasst [22]. Die Expression von asf7-Integrin
ist auf einem Teil der T-Zellen im peripheren Blut vorhanden [110, 125]. Im Mausmodell konnte
gezeigt werden, dass CD4" T-Zellen, welche in den lymphatischen Geweben des Darms aktiviert
wurden, innerhalb von zwei Tagen asf37-Integrin exprimieren und dadurch in den Darm migrieren
konnen [126]. Auf den jeweiligen Gedachtnis-T-Zellpopulationen kénnen diskrete aafB7-Integrin®
und a4f7-Integrin® Populationen voneinander unterschieden werden, wohingegen auf den
CD45RA" Zellen eine homogene Expression von asB7-Integrin zu finden ist [125]. Diese in der
Literatur beschriebenen Expressionsmuster zeigen sich ebenso in der vorliegenden Arbeit. Zur
Expression von a4f7-Integrin auf Ged&chtnis-T-Zellen im Knochenmark sind bisher keine
Angaben aus vorherigen Studien zu finden. Die Auswirkung einer Stammzellmobilisierung mit G-
CSF auf die Expression von a4f37-Integrin wurde bisher ebenfalls nicht untersucht. Durch die
Applikation von G-CSF zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine signifikante Zunahme der af7-
Integrin® Gedachtnis-T-Zellen im peripheren Blut. Eine mdgliche Erklarung ware die
Mobilisierung dieser Zellen aus den lymphatischen Geweben des Darms. Aufgrund der hohen
Expression von asf7-Integrin in den lymphatischen Geweben des Darms, ware dann jedoch auch
eine Zunahme des prozentualen Anteils an a4f7-Integrin® Zellen zu erwarten. Eine weitere
Maoglichkeit ware die Mobilisierung aus dem Knochenmark, denn auch im Knochenmark war eine

deutliche Expression von o437 auf den Gedachtniszellen zu finden, Die prozentual etwas geringere
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Expression im Knochenmark im Vergleich zum peripheren Blut, kénnte die leichte prozentuale
Abnahme von 04p7 nach G-CSF-Behandlung im peripheren Blut erklé&ren.

CLA ist ein Oberflachenmolekil auf Gedachtnis-T-Zellen, das diese selektiv in die Haut migrieren
lasst [111]. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich keine signifikante Zunahme der CLA"
Geddachtnis-T-Zellen nach Behandlung mit G-CSF. Dahingegen zeigte sich eine signifikante
prozentuale Abnahme des Anteils der CLA" Zellen an den CD4" bzw. CD8" Gedéachtnis-T-Zellen.
Im Vergleich zwischen Knochenmark und peripherem Blut konnte eine deutlich geringere CLA-
Expression der Gedéachtnis-T-Zellen des Knochenmarks festgestellt werden. Dieses
unterschiedliche Expressionsmuster zwischen Knochenmark und peripherem Blut wurde in Bezug
auf die CD8" T-Zellen bereits in anderen Studien gezeigt [33]. Aufgrund dieser Ergebnisse lasst

sich keine Mobilisierung von Gedéchtniszellen aus der Haut feststellen.

Die CCR6/CCL20 Achse spielt eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von T-Zellen in die
peripheren Gewebe und lymphoiden Organe, die mit Epithelzellen assoziiert sind [115, 127]. Im
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass CCR6 im Rahmen der akuten GvHD eine Rolle bei der
Rekrutierung von alloreaktiven CD4* T-Zellen in die Zielgewebe spielt [115]. In Einklang mit den
Ergebnissen von Sun et al. [102] konnte in dieser Arbeit eine deutlich reduzierte CCR6-Expression
nach Behandlung mit G-CSF gezeigt werden. In der vorliegenden Arbeit zeigt sich einhergehend
mit Ergebnissen friherer Studien mit CD8-Gedéachtniszellen [33] eine geringere Frequenz von
CCR6-exprimierenden Gedéchtnis-T-Zellen im Knochenmark als im peripheren Blut, sowie eine
geringere Anzahl im Blut nach Behandlung mit G-CSF. Die reduzierte Expression von CCR6 auf
den Gedéachtniszellen nach G-CSF konnte einen Einfluss auf das Migrationsverhalten der

Gedachtniszellen im Empfanger haben.

Sun et al. zeigten weiterhin, dass die Expression von CXCR3 auf den CD3* T-Zellen sowie auf
den CD4* und CD8* T-Zellen nach G-CSF signifikant abnimmt [102]. Eine Abnahme zeigte sich
auch in der vorliegenden Arbeit auf den CD45RA" CD4* und CD8" Gedachtnis-T-Zellen. Duffer
et al. [116] haben gezeigt, dass CXCR3 im Rahmen der aGvHD fiir die Migration der CD8" T-
Zellen in die epithelialen Zielorgane notig ist. He et al. konnten im Mausmodell nachweisen, dass
die in vivo Applikation von CXCR3-Antikorpern Uber 21 Tage die Spender-gegen-Empfanger-
Erkrankung durch alloreaktive CD8" T-Zellen reduziert [109]. Zudem konnte festgestellt werden,
dass die Blockade der CXCR3 Rezeptor-Ligand Interaktion die Migration der Leukozyten in die
Lunge reduziert [128]. Ebenso wie bei den Oberflachenmarkern CLA und CCR® ist auch fir die

Expression von CXCR3 bereits in anderen Studien beschrieben, dass diese auf Knochenmark-
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CD8" T-Zellen geringer ausgepréagt ist als auf den CD8" T-Zellen im peripheren Blut [33], was
wir in dieser Arbeit ebenfalls bestatigen konnten.

Zusammenfassend deutet die absolute Zunahme der CD69", CD103" sowie asf7-Integrin® und
CCR10* Zellen auf eine G-CSF-abhéngige Mobilisierung in das periphere Blut hin. Da CD69 und
CD103 Marker fir gewebestandige Gedachtniszellen sind, kdnnte dies ein Hinweis darauf sein,
dass gewebestédndige Gedachtniszellen mobilisiert werden, auch wenn das AusmaR des Anstiegs
und der prozentuale Anteil an CD69* bzw. CD103" Zellen auch nach G-CSF nicht hoch ist. Der
Anstieg der absoluten Anzahl an asf7-Integrin® Gedachtniszellen kénnte auf eine Mobilisierung
der Gedachtniszellen aus dem Darm hindeuten. Hier zeigte sich jedoch prozentual betrachtet ein
Abfall der asB7-Integrin® Zellen, der aber durch die zusatzliche Mobilisierung von
Gedachtniszellen aus anderen Geweben bedingt sein konnte. Es lasst sich anhand dieser
Ergebnisse keine eindeutige Aussage bezuglich der Quelle der mobilisierten Stammzellen treffen.
Betrachtet man das Gesamtbild des Markerexpression im Vergleich mit den Unterschieden
zwischen peripherem Blut und Knochenmark, so lassen sich Ahnlichkeiten feststellen. Dies soll

im Folgenden naher betrachtet werden.

4.2.1.4 Das Knochenmark als Quelle fur die Mobilisierung von Gedachtnis-T-Zellen

Der Mechanismus von G-CSF und die Anwendung fiir die Mobilisierung von Stammzellen aus
dem Knochenmark lassen vermuten, dass die Zunahme der Gedachtnis-T-Zellen im peripheren
Blut nach G-CSF durch die Mobilisierung aus dem Knochenmark bedingt sein kénnte. So ist
beschrieben, dass die Migration der CD8" T-Zellen ins Knochenmark ebenso wie die der
Stammzellen (ber die CXCL12 und VLA-4 Achse vermittelt wird [43, 129-131]. Es liegt daher
nahe, dass die Unterbrechung dieser Achse durch G-CSF so wie bei den Stammzellen durch
reduzierte Retention zu einer Mobilisierung der T-Zellen und damit auch der T-Gedachtniszellen
aus dem Knochenmark fuhren kann. Daher war es ein Ziel der Arbeit, die T-Zell-Populationen im
Knochenmark genauer zu untersuchen und die Unterschiede zwischen peripherem Blut und
Knochenmark hinsichtlich der Gedachtnis-T-Zellen zu analysieren. Bewusst wurden auch hier
gepaarte Proben von Knochenmark und peripherem Blut gesammelt, um die Unterschiede, die sich
daraus ergeben mit den Unterschieden, die sich bei den gepaarten Proben der Stammzellspender

vor und nach Behandlung mit G-CSF zeigen, zu vergleichen.

Auswahl der Huft-TEP-Patienten
Die Proben wurden von Patienten, bei denen aufgrund einer Arthrose des Hiftgelenks die
Indikation zur Implantation einer Totalendoprothese des Huftkopfes gestellt wurde, gesammelt.
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Anzumerken ist dabei, dass es sich somit nicht um gesunde Spender wie bei dem Kollektiv der
Stammzellspender handelt, sondern um Patienten, die unter einer Arthrose litten und
dementsprechend medikamentds behandelt waren. Es ist nicht auszuschlielen, dass die
Behandlung mit Antiphlogistika und Glukokortikoiden aufgrund der immunologischen
Wirkungen einen Einfluss auf die Untersuchungsergebnisse hatte. Zudem waren die gesunden
Stammzellspender im Durchschnitt 16 Jahre junger als die Patienten, deren Knochenmark

untersucht wurde (47 vs. 63 Jahre) und litten folglich seltener an Komorbiditaten.

Vergleich zwischen Knochenmark und peripherem Blut

Wird die Verteilung der Zusammensetzung der T-Zell-Populationen sowie die Markerexpression
auf den Gedachtniszellen vor und nach G-CSF mit den Unterschieden zwischen peripherem Blut
und Knochenmark verglichen, so zeigt sich, dass die Expression der Marker im peripheren Blut
nach Behandlung mit G-CSF der Expression der Marker im Knochenmark ahnelt (siehe Abschnitt
3.2.4). So sinkt der Anteil an CLA*, CXCR3" und CCR6" Gedéachtniszellen deutlich nach
Behandlung mit G-CSF und auch im Knochenmark sind diese Marker auf den Gedachtnis-T-
Zellen deutlich schwacher exprimiert als im peripheren Blut. Der Anteil der osB7-Integrin®
Gedachtnis T-Zellen zeigt nur eine leichte Abnahme nach Behandlung mit G-CSF und ist nur
wenig geringer auf den Knochenmarks-Gedachtnis T-Zellen exprimiert als im peripheren Blut.
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass es zu einer Mobilisierung der Gedéchtnis T-Zellen aus dem
Knochenmark kommt, und die im peripheren Blut vorzufindenden Geddachtniszellen die
phénotypischen Eigenschaften aus dem Knochenmark behalten. Es ist jedoch nicht
auszuschliel3en, dass die Gedachtniszellen auch aus anderen lymphatischen Organen wie z.B. der
Milz mobilisiert werden. Eine Ausnahme bildet CD69, welches nach G-CSF-Behandlung nur auf
CD8* Gedéachtnis-T-Zellen leicht steigt, obwohl laut der hier aufgestellten Hypothese ein
deutlicher Anstieg der CD69-Expression nach G-CSF Behandlung auf den CD4" und CD8*
Geddchtniszellen zu erwarten wére. Shinoda et al. beschreiben, dass CD4" Zellen im
Knochenmark das Oberflachenmolekiil CD69 fir die lokale Persistenz bendétigen [132]. Shiow et
al. zeigten, dass CD69 zu einer Inhibition von S1P1 und damit zu einer Inhibition des Austritts
von Lymphozyten aus lymphoiden Geweben fihrt [133]. Dieser Mechanismus wird auch von
Maede et al. gezeigt [134]. Dies deutet darauf hin, dass eine bestehende CD69-Expression zu einer
Persistenz der Gedachtnis-T-Zellen in lymphoiden Geweben flhrt. Die geringe CD69-Expression
auf den Gedé&chtniszellen der Stammzellespender nach G-CSF kdnnte dementsprechend mit einer
Herabregulation von CD69 im Rahmen des Austritts der Gedachtnis-T-Zellen aus der
Knochenmarknische oder méglicherweise auch anderen lymphatischen Organen erklart werden.
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Denkbar wére auch, dass selektiv die CD69° Gedéachtnis-T-Zellen durch die Behandlung mit G-
CSF mobilisiert werden, die CD69" gewebestédndigen Gedachtnis-T-Zellen jedoch weiterhin in
ihrer Nische verweilen. Da CD69 ebenfalls als friiher Aktivierungsmarker fiir die CD8" T-Zellen
gilt [135], konnte der leichte Anstieg der CD69 Expression nach G-CSF auch in der Aktivierung
durch G-CSF begrundet sein.

a-Defensine als moglicher Marker fir Gedachtnis-T-Zellen aus dem Knochenmark

Aufgrund des Expressionsmusters der Oberflaichenmerkmale auf den Gedachtnis-T-Zellen nach
G-CSF im Vergleich mit dem Knochenmark ergibt sich, wie oben beschrieben, die Vermutung,
dass es zu einer Mobilisierung der Gedéchtnis-T-Zellen aus dem Knochenmark kommt. Interessant
waére es daher, einen Knochenmark-spezifischen Marker zu untersuchen, um diese Hypothese zu
starken. Microarray-Analysen unserer Arbeitsgruppe haben ergeben, dass die mMRNA
Transkription der Gene DEFA1, DEFA3 und DEFA4 in Knochenmark-Gedéchtnis-T-Zellen
gegenuber der Transkription in Gedachtnis-T-Zellen im peripheren Blut deutlich erhoht ist
(Publikation eingereicht). Diese Gene kodieren flr Peptide der a-Defensin Familie (HNP1-3; engl.
human neutrophil peptide). a-Defensine besitzen antivirale und antibakterielle Eigenschaften,
indem sie Uber Porenbildung die Pathogene zerstdren kdnnen, und werden von Zellen des
angeborenen Immunsystems produziert [136, 137]. Weiterfihrende Untersuchungen der
Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die erhohte a-Defensin-Expression auf den Gedéchtnis-B- und
-T-Zellen des Knochenmarks durch die spezielle Umgebung der Knochenmarknische induziert

wird, vermutlich Uber einen Exosomen-abhangigen Mechanismus.

Um das Knochenmark als mdgliche Quelle der Gedachtniszellmobilisierung nach G-CSF naher
zu betrachten, wurden daher in dieser Arbeit intrazellulare Antikorper-Farbungen der a-Defensine
im Blut vor und nach Behandlung der Stammzellspender mit G-CSF durchgefiihrt (siehe Abschnitt
3.2.5). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die intrazellulare a-Defensin Expression nach
Behandlung mit G-CSF ansteigt. Dies kdnnte ebenfalls ein Hinweis darauf sein, dass Gedachtnis-
T-Zellen durch G-CSF aus dem Knochenmark in das periphere Blut mobilisiert werden. Auch
konnten die Ergebnisse ein Hinweis sein, dass durch G-CSF im peripheren Blut ein Knochenmark-
ahnliches Milieu induziert wird. Aufgrund der antiviralen und antibakteriellen Eigenschaften der
o-Defensine konnte die Mobilisierung dieser Zellen und die anschlieRende Ubertragung mit dem

Transplantat auf den Empfanger vorteilhaft flir diesen sein.
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4.2.1.5 Direkte und indirekte Effekte von G-CSF auf Gedachtnis-T-Zellen

Die hier aufgestellte Hypothese, dass die Veranderung der Markerexpression in der Mobilisierung
von Gedachtniszellen aus dem Knochenmark begrindet ist, bedeutet gleichzeitig, dass die
Veranderungen durch G-CSF auf einen indirekten Effekt zurtickzufiihren sind. Ein direkter Effekt
von G-CSF auf die Markerexpression der Gedéchtniszellen ist jedoch ebenso denkbar, obwohl die
Expression des G-CSF-Rezeptors CD114 auf T-Zellen in der Literatur umstritten ist. Die
Expression von CD114 auf myeloiden Vorlauferzellen sowie auf reifen neutrophilen Granulozyten
und Monozyten konnte gezeigt werden, auf eosinophilen Granulozyten, auf erythroiden Zellen
sowie auf Lymphozyten wurde der G-CSF Rezeptor jedoch nicht nachgewiesen [87, 88]. Aus
einigen Studien ist bekannt, dass G-CSF zu einem Wechsel der T-Zellen von Typ 1 T-Helferzellen
zu Typ 2 T-Helferzellen und damit zu einem eher anti-inflammatorischen Milieu fihrt [138, 139].
Nawa et al. haben gezeigt, dass dieser Wechsel von Typ 1 zu Typ 2 T-Helferzellen durch indirekte
Effekte Gber die Modulation der Monozyten-Funktion erfolgt [140]. Es sind jedoch ebenso
Publikationen zu finden, welche einen direkten Effekt von G-CSF auf T-Zellen postulieren. Sloand
et al. beschreiben einen direkten G-CSF-Effekt in vitro auf CD4" Zellen [141], wobei diese Daten
kritisch zu sehen sind [142]. Franzke et al. zeigten die Expression des G-CSF-Rezeptors und die
Induktion und funktionelle Aktivitdt des Rezeptors nach G-CSF Exposition in T-Zellen auf
mRNA-Ebene [89].

In dieser Arbeit wurden CD114 (G-CSF-R, engl. granulocyte colony-stimulating factor receptor)
Farbungen an erylysiertem Vollblut eines Stammzellspenders nach Behandlung mit G-CSF
durchgefuhrt. Dabei zeigte sich eine Expression von CD114 bei Monozyten und neutrophilen
Granulozyten, jedoch keine Expression bei Lymphozyten und CD45RA° CD4" und CD8*
Gedachtniszellen (siehe Abschnitt 3.2.6). Obwohl die Untersuchungen dieser Arbeit darauf
hindeuten, dass keine Expression von CD114 auf Gedachtnis T-Zellen zu finden ist und damit
auch keine direkte Wirkung moglich ware, kann aufgrund der hier aufgefiihrten Ergebnisse
anderer Arbeitsgruppen die direkte Wirkung von G-CSF auf Gedachtnis T-Zellen nicht

ausgeschlossen werden.

Betrachtet man die Veranderungen der Marker CXCR3* und CCR6" auf den Gedachtnis-T-Zellen,
so zeigt sich nicht nur prozentual, sondern auch absolut eine Abnahme (Abschnitt 3.2.4). Dies
deutet darauf hin, dass neben dem indirekten Effekt der Mobilisierung von CXCR3" und CCR6
Gedachtniszellen aus dem Knochenmark auch ein direkter Effekt, welcher zu einer

Herabregulation dieser Marker fiihrt, vorliegt.
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4.2.2 Stammzellempfanger

Auswahl der Stammzellempfanger

Ziel der Untersuchungen war es, die Spenderlymphozyten nach der Transplantation im Empféanger
nachzuverfolgen. Eingeschlossen wurden zehn Patienten, die eine allogene Stammzellspende
eines Familienspenders erhielten. Die Patienten waren heterogen hinsichtlich der
Grunderkrankung sowie des Konditionierungsregimes, was bei der Interpretation der Ergebnisse
zu beachten ist. Schwierigkeiten ergaben sich durch die geringe Anzahl an T-Zellen insbesondere
bei den Patienten, die ATG im Rahmen der Konditionierung erhalten hatten und insbesondere zu
den frihen Zeitpunkten nach Transplantation. Dies fiihrte dazu, dass die Untersuchungen

eingeschrankt werden mussten.

Kritische Anmerkungen

Bei der Interpretation der gewonnenen Daten ist zu berlcksichtigen, dass mit den hier
angewendeten Antikérperkombinationen nicht zwischen Lymphozyten, welche trotz der
Chemotherapie im Spender persistieren und Lymphozyten, welche mit dem Transplantat vom
Spender Ubertragen worden sind, unterschieden werden kann. Da es sich in den meisten Féllen um
intensitatsreduzierte Konditionierungsregimes handelte, ist es mdglich, dass nach der

Transplantation Zellen des Empféangers persistierten.

Fur diese Arbeit wurde zudem angenommen, dass die Zusammensetzung der T-Zell-Populationen
im Spender nach G-CSF der Zusammensetzung im Transplantat entspricht. Bei der
Stammzellapherese werden die Zellen mittels Dichtegradientenzentrifugation aufgetrennt und die
mononukledren Zellen abgesammelt. Aufgrund des Mechanismus der Apherese ist nicht
anzunehmen, dass sich die Zusammensetzung der Lymphozyten-Populationen im Apheresat von
der im Labor mithilfe der Biocoll-Trennlésung gewonnen Populationen unterscheidet. Es ist
jedoch zu bedenken, dass wéhrend der ca. 4-stiindigen Apherese weiterhin eine Mobilisierung
durch G-CSF stattfindet. Um die exakten Werte der Produktzusammensetzung zu erhalten, wére
es demnach sinnvoll, die zu untersuchenden Proben direkt dem Stammzellapheresat zu entnehmen.
In dieser Arbeit stand jedoch zunéchst der Vergleich zwischen der Zusammensetzung der
Zellpopulationen vor und nach G-CSF-Behandlung im Vordergrund. Daher wurde entschieden, zu

beiden Zeitpunkten das periphere Blut der Spender zu untersuchen.

4.2.2.1 Rekonstitution der T-Zell-Populationen und Subpopulationen nach allo-HSZT
Wird der Verlauf der einzelnen T-Zell-Populationen betrachtet, so zeigte sich der Anteil der CD4*

Zellen an den CD3* T-Zellen nach der Transplantation deutlich geringer als der Anteil beim
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Spender zum Zeitpunkt der Stammzellspende. Der geringe Anteil an CD4" Zellen im Verlauf nach
allo-HSZT ist bereits in anderen Studien beschrieben [62]. Insbesondere bei Applikation von ATG
ist die Rekonstitution der CD4" Zellen verzogert und es kommt zu einer verstarkten
homdoostatischen Expansion der CD8" Zellen [143, 144]. Der hohe Anteil an CD8" Zellen bleibt
bestehen, an Tag +110 zeigte sich in dieser Arbeit die Tendenz einer Zunahme der CD4" Zellen
und einer Abnahme der CD8" Zellen (siehe Abschnitt 3.3.2.1).

Der Anteil an CD45RA" Gedachtniszellen ist insbesondere bei den CD4" Zellen nach allo-HSZT
deutlich erhoht im Vergleich zu den Stammzellspendern. Auch in anderen Studien ist beschrieben,
dass es nach der Transplantation zundchst zu einer Expansion der CD45RA™ Gedachtniszellen
kommt. Dieses sind entweder Empfanger-Zellen, welche das Konditionierungsregime tberlebt

haben oder Spender-Zellen, die mit dem Transplantat tibertragen wurden. [59]

Die Einteilung in weitere Subpopulationen zeigte, dass bei den CD4* Zellen die Tem Zellen stark
zunahmen und alle weiteren Populationen im Verlauf einen sehr geringen Anteil ausmachten. Bei
den CD8" Zellen zeigten sich die Tem und Temra-Zellen vorherrschend und die Tem und Thaiven,
obwohl an Tag +7 nach der Transplantation noch vertreten, im Verlauf sehr gering. Grund fir die
kontinuierliche Abnahme der CCR7-exprimierenden Populationen Tnaive Und Tcm konnte die
Migration dieser Zellen tber CCR7 in die lymphatischen Gewebe sein. Insbesondere der geringe
Anteil an naiven Zellen stellt ein Problem bei der Immunrekonstitution dar, da diese Population
fur die Ausbildung von Zellen mit einem breiten Antigenrepertoire notwendig ist. Diese sind
wiederum essentiell fur die Infektabwehr und die Abwehr leukdmischer Zellen. [145, 146] Grund
flr den geringen Anteil insbesondere der naiven Zellen kann die Zerstdrung des Thymusgewebes
durch das Konditionierungsregime, der Einsatz von ATG und das Auftreten von Thymus-GvHD
sein [147].

Von einigen Autoren werden CD95* naive Zellen als mdgliche Gedachtnis-T-Zellen mit
stammzell&dhnlichen Eigenschaften diskutiert (Tscm), welche nach allo-HSZT ein besseres
Anwachsen und langeres Uberleben aufweisen [13-15, 148]. Fiir die Identifikation dieser Zellen
wird, von Lugli et al. die Markerkombination aus CD62L, CCR7 und CD95 vorgeschlagen [149].
(Abbildung 47). Dabei ist der Anteil der CD62L" Zellen sehr gering, sodass sich in der
vorliegenden Arbeit daflir entschieden wurde, auf diesen Marker zu verzichten. Es ist zu bedenken,
dass die Identifikation der Tscm Zellen Uber die hier verwendeten Marker nur einen Hinweis auf
die wahre Population geben kann. Eine genauere Identifikation ist durch die Markerexpression
CD3"CD8"CD45RO CCR7'CD45RA™CD62L"CD27*CD28*IL7Ra"CD95" mdglich, wie sie von
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Gattinoni et al. vorgeschlagen wird [14]. Aufgrund der eingeschrankten Zellzahl wurde sich in
dieser Arbeit auf eine moglichst geringe Anzahl an Markern konzentriert.

Gated on T cells
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Abbildung 48: Von Lugli et al. vorgeschlagene Gating Strategie fiir CD4* und CD8* Tscy Zellen [149]. Zundchst werden die naiven
CCR7* CD45RA* Zellen innerhalb der Population der CD4* und CD8* T-Zellen identifiziert. Auf diesen Zellen werden dann die CD62L*
Zellen ausgewdihlt. Auf der so identifizierten Population werden die CD95* Zellen als Tscy Population bezeichnet.

Im Verlauf nach Transplantation lieRen sich in dieser Arbeit lediglich die CD95" Zellen innerhalb
der CD8" naiven Zellen identifizieren. Aufgrund der geringen Anzahl an CD4" Zellen nach
Transplantation war eine zuverlassige ldentifizierung innerhalb der CD4" naiven Zellen nicht
maoglich. In dieser Arbeit zeigte sich bei den Spendern vor Transplantation eine niedrige CD95-
Expression. Dahingegen zeigte sich wenige Tage nach der Transplantation eine hohe CD95
Expression, die dann aber im Verlauf bis Tag 100 bzw. 120 kontinuierlich abnahm. Bei den
Patienten 4 und 7 konnten besonders eindriickliche Verlaufe beobachtet werden (siehe Abschnitt
3.3.2.1). Im Hinblick auf die CD95" naiven Zellen als Tscm kann der Verlauf ein Hinweis darauf
sein, dass nach Transplantation vermehrt Zellen mit dem Tscwm-Phanotyp zu finden sind, diese
jedoch im Verlauf abnehmen bzw. ihren Phénotyp &ndern. In einer Studie zu haploidenten
Transplantationen wurde ebenfalls gezeigt, dass T-Gedachtnis-Stammzellen nach Transplantation
reichlich vorhanden sind [148].Farbungen mit einer erweiterten Markerkombination zur besseren

Identifikation der Tscwm sind auch hier nétig, um eine Aussage treffen zu kénnen.

Des Weiteren ist CD95 in der Literatur als FAS-Rezeptor bekannt und friihe Publikationen
beschreiben, dass dieser nach Ligandenbindung den Zelltod der entsprechenden Zelle ausldst
[150]. Die initial nach Transplantation im Vergleich zum Gesunden stark erhohte CD95-
Expression auf den naiven CD8* Zellen kdnnte damit ein Hinweis auf die hohe Apoptoseneigung
dieser Zellen sein. Die kontinuierliche Abnahme der CD95-Expression nach Transplantation
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konnte ein Hinweis auf die abnehmende Apoptoseneigung sein. Die Untersuchungen mit Annexin
und Pl zeigten jedoch eine geringe Apoptoseneigung der Geddchtniszellen nach der
Transplantation (siehe Abschnitt 3.3.2.2). Zudem beschrieben neuere Studien, dass CD95 auf T-
Zellen sowohl pro- als auch anti-apoptotischen Eigenschaften haben kann [151]. Weitere
Farbungen von CD95 und dem entsprechenden FAS-Liganden kénnten zukinftig eine genauere

Interpretation erlauben.

4.2.2.2 Funktionelle Eigenschaften der Gedachtnis-T-Zellen nach allo-HSZT

Die Untersuchungen zu der Viabilitdt der Gedéchtniszellen nach allo-HSZT zeigten keine
vermehrte Apoptoseneigung der Geddchtniszellen nach Transplantation. Bei zwei der
untersuchten Patienten hingegen zeigte sich im Verlauf an Tag +60 und +110 ein Abfall des
Anteils an lebenden Zellen. Dies kénnte darauf hindeuten, dass es im Verlauf zu einer erhohten
Apoptoseneigung kommt. Eine mdgliche Erklarung ware, dass die Zellen, welche urspringlich
aus dem Knochenmark mobilisiert wurden und damit eine geringere Apoptoseneigung aufweisen,
im Verlauf nach der Transplantation ins Knochenmark zurtick migrieren und daher die mittlere
Apoptoseneigung der im peripheren Blut verbleibenden Zellen im Verlauf zunimmt.

Die  Untersuchungen zum  Proliferationsverhalten der  Ged&chtnis-T-Zellen  beim
Stammzellempfanger zeigten eine deutlich hohere Ki67-Expression als beim Stammzellspender.
Dies deutet auf eine stérkere Proliferation im Vergleich zum Gesunden hin. In unseren
Untersuchungen zeigte sich sowohl auf den CD4" als auch auf den CD8" Gedachtniszellen eine

erhohte Proliferation.

4.2.2.3 Verlauf gewebespezifischer Gedachtnis-T-Zellen nach allo-HSZT

Es sollen im Folgenden einige der untersuchten Marker flir gewebestandige Gedachtniszellen bzw.
Homing-Molekile und deren Verlauf nach Transplantation diskutiert werden. Dies sind erste
Ergebnisse, signifikante Zusammenhange zwischen den experimentell erhobenen Daten und den
klinischen Charakteristika der Stammzellempfanger kénnen aufgrund der geringen Anzahl an
Patienten noch nicht ermittelt werden und sollen Gegenstand zukiinftiger Studien sein. Die
Auswertungen zeigten heterogene Ergebnisse hinsichtlich des Verlaufs der Marker. Es soll sich

hier auf die Marker asf7-Integrin, CLA und CD69 konzentriert werden.

a4p7-Integrin
Eine erhohte Expression von asf7-Integrin auf den CD4™ und CD8" Gedéachtnis-T-Zellen konnte
in Studien mit der Entwicklung einer akuten GvHD Erkrankung im Darm nach

Stammzelltransplantation korreliert werden [152, 153]. Eine andere Studie findet eine verminderte
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Expression von asf7-Integrin auf CD8" CD45RA™ T-Zellen beim Auftreten einer akuten Darm
GvHD und flhrt diese auf die verstarkte Migration der Lymphozyten in den Darm und damit
geringerem Auftreten im peripheren Blut zuriick [154]. Zudem wurde gezeigt, dass eine
verminderte Expression von osf7-Integrin auf den regulatorischen T-Zellen nach allo-HSZT
ebenfalls mit der Entwicklung einer akuten GvHD im Darm assoziiert ist [155]. Im Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass es bei der Transplantation von (7-negativen T-Zellen zu einem
verminderten Auftreten einer Darm und Leber GvHD kam und dies in der verminderten Migration

alloreaktiver T-Zellen in diese Gewebe begriindet ist [156].

In dieser Arbeit zeigte die asf7-Integrin Expression auf den Gedéchtnis-T-Zellen im Verlauf nach
Transplantation bei den Patienten, die keine Behandlung mit ATG erhalten haben an Tag +7 eine
geringe Expression, die dann im Verlauf zunahm. Auffallig war bei den CD8* Gedéachtniszellen
der Unterschied zwischen dem Anteil der asf7-Integrin-exprimierenden Zellen im Spender,
welcher die Zusammensetzung des Apheresats reprasentiert, und der deutlich geringeren
Expression beim Empfanger wenige Tage nach der Transplantation. Ein mdglicher
Erkldrungsansatz ist die Migration der a4P7-Integrin® Gedéchtniszellen kurz nach der
Transplantation in den Darm oder das Knochenmark. Die Ursache fir den Anstieg der osp7-
Integrin® Zellen im Verlauf nach Transplantation kénnte zum einen in der Proliferation der a4f7-
Integrin® Zellen begriindet sein. Ein anderer moglicher Erklarungsansatz ware, dass naive Zellen
in den lymphatischen Geweben des Darms Antigenkontakt erfahren und daraufhin eine

Entwicklung zu asp7-Integrin® Gedéchtniszellen stattfindet.

CLA

Cutaneous lymphocyte antigen (CLA) ist ein Oberflachenmolekiil auf Gedachtnis-T-Zellen, das
diese selektiv in die Haut migrieren lasst [111]. Es konnte gezeigt werden, dass der Anteil an CLA-
positiven T-Zellen ca. 3-7 Tage vor Beginn einer aGvHD in vielen Fallen zunimmt [157]. Zudem
wurde gezeigt, dass eine verminderte Expression von CLA auf den regulatorischen T-Zellen nach
allo-HSZT mit der Entwicklung einer GVHD der Haut assoziiert ist. [155] In dieser Arbeit zeigten
sich sehr unterschiedliche Verlaufe der CLA-Expression. Bei zwei Patientinnen zeigte sich eine
sehr geringe CLA-Expression auf den CD8" Gedachtniszellen. Uberraschenderweise waren dies

die beiden Patientinnen, bei denen sich eine aGvHD der Haut entwickelte.

CD69
Sowohl bei den CD4* als auch bei den CD8* Gedéachtniszellen lasst sich feststellen, dass an den

frihen Zeitpunkten nach der Transplantation eine gegentiber der Expression beim gesunden
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Spender erhohte Expression vorhanden war. Dies kdonnte zum einen auf die starkere Aktivierung
dieser Zellen nach der Transplantation hindeuten, da CDG69 als friiher Aktivierungsmarker auf
CD8* T-Zellen gilt [135]. Andere Studien haben gezeigt, dass CD69 auf den CD4" Zellen fir die
Migration und das Verbleiben der CD4* Zellen im Knochenmark relevant ist [132, 158]. Die nach
der Transplantation erhdhte und im Verlauf abnehmende Expression kdnnte auf die Migration
dieser Zellen in das Knochenmark hindeuten. Bei einer Patientin (Nr. 7) konnte bereits an Tag +1
nach Transplantation eine hohe CD69 Expression (21,4% auf den CD4* und 17,8% auf den CD8"*
Gedachtniszellen) festgestellt werden, die an Tag +7 deutlich absank. Es ist denkbar, dass die
Migration der Zellen in das Knochenmark bereits in den ersten Tagen nach der Transplantation
stattfindet.

4.2.2.4 a-Defensin-Expression der Gedachtnis-T-Zellen nach allo-HSZT

a-Defensine (HNP 1-3, engl. human neutrophil peptide 1-3) sind antimikrobielle Peptide, welche
in den Granula neutrophiler Granulozyten zu finden und damit Teil der angeborenen
Immunabwehr sind. Wahrend HNPs in den frihen Vorstufen der neutrophilen Granulozyten
(Promyelozyten) in Granula zu finden sind, finden sich deren Vorlaufer (proHNPs) in

differenzierteren Stadien der Myelopoese und werden Uber Exozytose sezerniert. [159]

Emmertsen et al. beschreiben, dass die Plasmakonzentration der proHNPs einen Marker fiir die
myelopoetische Aktivitat darstellt [160]. Es konnte gezeigt werden, dass ein Anstieg der
Plasmakonzentration der proHNPs bei Patienten nach hdmatopoetischer Stammzelltransplantation
dem Auftreten von neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut vorangeht. So zeigte sich die
Plasmakonzentration von proHNPs bei Emmertsen et al. wenige Tage nach der Transplantation
gering, stieg dann als Zeichen der beginnenden Hamatopoese wenige Tage vor dem Auftreten von
neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut an (Tag +7 bis +20) und fiel dann ab Tag +30 nach
allogener Stammzelltransplantation wieder ab. Einen &hnlichen Verlauf zeigte auch die o-
Defensin-Expression der Gedachtnis-T-Zellen der in dieser Arbeit untersuchten Empfénger
allogener Stammzelltransplantate. Dabei zeigte sich eine geringe Expression an Tag +7, welche
dann an Tag +15 ein Maximum erreichte und an Tag +30 bis +110 abfiel. Im Mittel fand sich ein
Anstieg der Leukozytenzahl >1/nl bei den hier untersuchten Patienten an Tag +18 nach der
Transplantation. Im Unterschied zu Emmertsen et al. wurde in dieser Arbeit nicht die
Plasmakonzentration der proHNPs, sondern die intrazellulare Expression der HNPs in Ged&chtnis-
T-Zellen untersucht. Dennoch scheinen die Verldufe vergleichbar. Eine mogliche Erklarung
konnte die konzentrationsabhéngige Aufnahme von HNPs in die Gedachtniszellen sein. Es ware

mdoglich, dass dies wie oben beschrieben Uber einen Exosomen-abhéngigen Mechanismus
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vermittelt wird. Es ist anzumerken, dass in dieser Arbeit lediglich zu ausgewahlten Zeitpunkten
eine Messung stattgefunden hat. Um den tatsdchlichen Verlauf der a-Defensin-Expression der
Gedachtnis-T-Zellen einschatzen zu kdénnen, sollten die Untersuchungen insbesondere zu den
friheren Zeitpunkten nach der Transplantation in kirzeren Abstédnden erfolgen. Von den 6
Patienten, deren o-Defensin-Expression gemessen wurden, erhielten 4 Patienten G-CSF (an
unterschiedlichen Tagen im Zeitraum von Tag +3 bis Tag +28 nach Transplantation). Ein Einfluss
der G-CSF-Applikation auf die Verldufe der a-Defensin-Expression ist wahrscheinlich, ein
konkreter Zusammenhang konnte jedoch in der hier untersuchten Kohorte nicht ermittelt werden.
Es sind zudem weitere Studien notig, um den Einfluss der a-Defensin-Expression der Gedéchtnis-
T-Zellen des Spenders auf die Expression im Empfanger sowie einen moglichen Einfluss auf die

Immunrekonstitution zu ermitteln.

4.3 Zusammenfassung der Diskussion

Die durch G-CSF bedingte deutliche Zunahme der CD4" und der CD8* Gedéachtniszellen im
peripheren Blut ist vermutlich nicht durch eine erhéhte Proliferation bedingt, sondern durch die
verminderte Apoptoseneigung der Gedachtniszellen nach G-CSF sowie Mobilisierung der Zellen
u.a. aus dem Knochenmark. Die phanoptypischen Eigenschaften der Gedéchtnis-T-Zellen
anderten sich durch die Behandlung mit G-CSF teils signifikant und scheinen nach der Behandlung
mit G-CSF eher denen des Knochenmarks zu dhneln als vor Behandlung mit G-CSF, was die hier
aufgestellte Theorie der Mobilisierung von Geddachtniszellen aus dem Knochenmark unterstiitzt.
Zudem weisen die signifikanten Anderungen beziiglich der Expression der Homing-Molekiile und

Chemokinrezeptoren auf ein verdndertes Migrationsverhalten der Gedachtniszellen hin.

Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse beim Stammzellempfénger die beeintréchtigte
Immunrekonstitution, welche sich durch die reduzierte absolute Zellzahl der Ged&chtniszellen
auch noch an Tag +110 duBert. Neben dieser quantitativen Beeintrachtigung, zeigt sich auch die
qualitative Beeintrachtigung, im Sinne der verdnderten Zusammensetzung der Populationen,
welche vermutlich unter anderem durch die Beeintrachtigung der Thymusfunktion bedingt ist. So
ist vor allem die Rekonstitution der CD4" Zellen gestort, welche starker von der Funktion des
Thymus abhangig ist als die der CD8* Zellen [62]. Die deutliche Zunahme der CD8* Zellen und
vor allem auch der Tem Zellen liegt in der vermehrten Thymus-unabhdngigen homgostatischen
Proliferation vor allem der CD8" Zellen und der Effektor-Gedachtniszellen begriindet [143].
Mdoglicherweise fiihrt die Migration der CCR7* Tem und Thaive in die lymphatischen Gewebe zu

einer prozentualen Abnahme dieser Populationen im Blut.
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Die im Verlauf nach Transplantation zunehmende Expression von asf7-Integrin kann auf eine
Verénderung des Migrationsverhaltens der Geddachtniszellen im Verlauf hindeuten. Da die
Expression von o4p7-Integrin darauf hinweist, dass ein Antigenkontakt in den lymphatischen
Geweben des Darms stattgefunden hat, kann die Zunahme eine vermehrte Exposition gegeniiber
Antigenen im Darm darstellen. Auf der anderen Seite steuert a4f7-Integrin die Migration der
Geddachtniszellen in den Darm und die Zunahme kann somit Hinweis auf eine zunehmende
Migration der Gedéachtniszellen in die lymphatischen Gewebe des Darms sein. Die Abnahme der
CD69 Expression kann auf die Migration der CD69* Gedachtniszellen in das Knochenmark

hinweisen.
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5 Ausblick

Aufgrund der beschréankten Anzahl der Probanden konnten in dieser Arbeit keine signifikanten
Zusammenhange zwischen der Expression der Gewebemarker auf den Gedéchtniszellen des
Stammzellspenders und dem Verlauf dieser Marker im Empféanger, sowie dem klinischen Verlauf
im Empfénger im Sinne von Infektionen und dem Auftreten einer GvHD vorgenommen werden.
Weiterfuhrende Untersuchungen sollten dies zum Ziel haben. In dieser Arbeit wurde sich auf die
Marker CD69, CLA und asf7-Integrin beschrankt. Es ware ebenfalls interessant die anderen bei
Stammzellspender untersuchten Marker CCR6, CCR10 und CXCR3 auch im Empfanger

nachzuvollziehen.

Um genau zu untersuchen, ob gewebespezifische Gedéchtniszellen nach der Transplantation im
Empféanger in ihre Zielorgane migrieren, ware es sinnvoll, Probebiospien von Haut oder Magen-
Darm-Trakt, welche im Rahmen einer GvHD-Diagnostik entnommen werden, zu untersuchen.
Zudem waére es sinnvoll Proben vom Knochenmark zu untersuchen, um die Migration der
Gedachtniszellen ins Knochenmark zu verfolgen. In diesem Zusammenhang ist auch die Analyse
von CXCR4 (CD184) als Marker fiir die Migration ins Knochenmark interessant.

In dieser Arbeit wurden die Veranderungen, welche durch die Mobilisierung mit G-CSF entstehen,
untersucht. In der Praxis werden auch andere Medikamenten wie z. B. der CXCR4-Antagonist
Plerixafor zur Mobilisierung von Stammzellen eingesetzt. Die unterschiedlichen Regime zu

vergleichen, wirde es ermdglichen, eventuelle VVor- und Nachteile herauszuarbeiten.

In den letzten Jahren erschienen viele Ansédtze im Bereich der Zelltherapie mit dem Ziel die
Immunrekonstitution nach Stammzelltransplantation zu verbessern sowie das Risiko fur GvHD
und Rezidive zu reduzieren. Dazu gehdren unter anderem Therapien mit NK-Zellen, genetisch
modifizierte T-Zellen mit chimaren Antigenrezeptoren [161], virusspezifischen T-Zellen [162],
mesenchymalen Stammzellen [163] sowie die Donorlymphozyten-Infusion [164], welche im
Verlauf nach der Stammzelltransplantation bei Rezidiven oder Chimarismus-Abfall angewendet
wird.

Studien weisen darauf hin, dass vor allem die naiven T-Zellen und nicht die Gedachtnis-T-Zellen
eine GvHD verursachen [97-100]. Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse besteht
die Vermutung, dass die Gedachtnis-T-Zellen mit G-CSF aus dem Knochenmark mobilisiert
werden und hinsichtlich ihres Uberlebens vorteilhaft gegeniiber denen des peripheren Blutes sind.
Zudem zeigt die in Kapitel 1.5 dargestellte Literaturrecherche, dass die Gedachtniszellen des

Knochenmarks denen des peripheren Blutes auch bezuglich ihrer Zytotoxitat und Antigenspezifitat
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uberlegen sind. Unsere Daten deuten des Weiteren darauf hin, dass es nach der Transplantation zu
einer Migration der Geddachtniszellen ins Knochenmark kommt. Ein denkbarer klinischer Ansatz,
die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zu nutzen, wére der selektive Zelltransfer der
mobilisierten Antigen-erfahrenen Gedéchtnis-T-Zellen im Verlauf nach der Transplantation zur
Verbesserung der Immunrekonstitution und Reduktion der infektbedingten Morbiditat und

Mortalitat. Diese Mdglichkeit zu untersuchen, sollte Gegenstand weiterer Studien sein.
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